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Referat:
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Klonierung der kompletten cDNA des Amyloidvorläufer-
proteins (APP) des Meerschweinchens durch eine Kombination verschiedener PCR-Techniken. Die
erhaltene 3,3 kb große cDNA-Sequenz zeigt auf DNA-Ebene eine Homologie zum Human-APP von
ca. 90 %, auf Proteinebene beträgt die Identität ca. 97 %. Damit wird ein weiterer experimenteller
Beweis für die evolutionäre Konservierung des Amyloidvorläuferproteins in Säugetieren erbracht.
In weiteren Experimenten wurden Expression und Prozessierung des Meerschweinchen-APP
charakterisiert. Dabei konnte eine ubiquitäre Expression des APP in Meerschweinchen-Geweben
dokumentiert werden, besonders hohe Expressionsraten wurden in Hirn, Niere und Lunge
nachgewiesen. Durch alternatives Spleißen wird ein zum Human-APP im wesentlichen ähnliches
Isoformenmuster gebildet: Isoformen, welche eine Proteaseinhibitordomäne vom Kunitz-Typ
enthalten (APP 770, APP 751), werden dominierend in peripheren Organen exprimiert, dagegen ist im
Zentralnervensystem das APP 695 mit über 60 % der Gesamttranskripte die bevorzugt exprimierte
Isoform.
Die klonierte cDNA des Meerschweinchen-APP wurde in prokaryontischen (E. coli) wie auch
eukaryontischen Zellsystemen heterolog exprimiert. Unter Nutzung des in E. coli exprimierten APP
wurde die Eignung einer Anzahl von gegen Human-APP gewonnenen Antikörpern zur Detektion des
Meerschweinchen-APP und seiner Prozessierungsprodukte gezeigt. Die Expression der neuronal
dominierend exprimierten Isoform APP 695 des Meerschweinchen-APP in humanen Neuroblastom-
Zellen zeigte keine Unterschiede hinsichtlich der APP-Prozessierung und Aβ-Bildung im direkten
Vergleich zu Human-APP 695.
Die proteolytische Prozessierung des Proteins wurde durch Detektion der typischen Spaltprodukte in
vivo (im Liquor) als auch in einem neu etablierten in vitro-Modell primär kultivierter neuronaler
Zellen untersucht. Diese Zellkulturen wurden zunächst immunhistochemisch und biochemisch
charakterisiert und als "mixed brain"-Typ mit einem hohen neuronalen Anteil beschrieben. Die
Prozessierung des endogenen Meerschweinchen-APP in kultivierten Zellen führt dabei zur Bildung
und Akkumulation aggregationsfähiger Aβ-Peptide. Zur Detektion dieser Peptide wurde ein sensitiver
Nachweis durch Western-Blot etabliert. Ca. 80 % der gebildeten Aβ-Peptide wurden als Aβ(1-40)
und ca. 20 % als Aβ(1-42) identifiziert.
Es wird damit ein Modellsystem für in vitro-Untersuchungen vorgeschlagen, welches ein Studium der
Expression und Prozessierung des Amyloidvorläuferproteins unter angenähert physiologischen
Bedingungen ermöglicht. In einer ersten Anwendung wird der Einfluß eines geänderten zellulären
Phosphorylierungsstatus auf die APP-Prozessierung nach Inhibition der Proteinphosphatasen 1 und
2A durch Okadainsäure untersucht und diskutiert.
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AMP, ADP, ATP Adenosinmono-,-di-, triphosphat
APLP Amyloid precursor like protein, Amyloidvorläufer - ähnliches
Protein
APP Amyloid precursor protein, Amyloidvorläuferprotein
APPs sezerniertes (lösliches) APP
APS Ammoniumperoxodisulfat
Axxx
 (nm) Absorption bei xxx nm
b / bp Base(n) / Basenpaar(e)
Bicin N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin
Bis N, N’-Methylenbisacrylamid
Bis-Tris 2-Bis(2-Hydroxyethyl)-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
C Cytosin
C. elegans Caenorhabditis elegans
cDNA complementary DNA, komplementäre DNA
CSF Cerebrospinalflüssigkeit
CTP Cytidin-5'-triphosphat
DAB Diaminobenzidin
(d)/(dd)NTP (Desoxy)/(Didesoxy)-Ribonucleosid-5'-triphosphat
dATP Desoxyadenosin-5'-triphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat
DEPC-H2O DEPC behandeltes Wasser
DIG Digoxigenin
DNA Desoxyribonucleinsäure
DNase Desoxyribonuclease
ds doppelsträngig
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGTA Ethylenglykol-bis(2-aminomethylester)-N,N’-tetraessigsäure
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter
Immunassay
FAD Familiäre AD
G Guanin
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
GFAP glial fibrillary acidic protein, saures fibrilläres Gliaprotein
GTP Guanosintriphosphat
Ig Immunglobulin
IP Immunopräzipitation
IPTG Isopropylthio-β−Galactopyranosid
kb / kbp Kilobase(n) / Kilobasenpaar(e)
kDa Kilodalton
KPI Kunitz Proteaseinhibitor
LB Lurea-Broth
mAk monoklonaler Antikörper
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MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure
Mr Molekulargewicht
mRNA messenger RNA
NAD Nicotinsäureamid-adenin-dinucleotid
OA Okadaic acid, Okadainsäure
OD optische Dichte
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte physiologische
Kochsalzlösung
PCR Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Pfu Pyrococcus furiosus
PHF paired helical filament; paarige helikale Filamente
PKC Proteinkinase C
POD Peroxidase
PS Präsenilin
PVDF Polyvinylidendifluorid
RACE rapid amplification of cDNA ends, PCR-gestützte Amplifizierung
von cDNA-Enden
RNA Ribonucleinsäure
RNase Ribonuclease
rpm Rounds per Minute, Umdrehungen pro Minute
rRNA ribosomale RNA
RSA Rinderserumalbumin
RT reverse Transkription
SDS Sodium dodecyl sulphate, Natriumdodecylsulfat
T Thymidin
Taq Thermus aquaticus
TCA Trichloroacetic acid, Trichloressigsäure
TE Tris/EDTA
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
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tRNA Transfer-RNA
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Alle Abkürzungen, Einheiten und fachspezifischen Termini werden entsprechend Bertram und Gassen
(1991) verwendet.
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Charakteristika der Alzheimerschen Erkrankung 1
1 Einleitung
Das Amyloidvorläuferprotein (Amyloid precursor protein - APP) steht seit mehreren Jahren im
Zentrum intensiver Forschungen, da ihm eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der
Alzheimerschen Erkrankung zugesprochen wird. Diese „eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“ wurde
erstmalig 1907 von Aloys Alzheimer beschrieben und hat in den letzten Jahren eine
außergewöhnliche Beachtung in der Öffentlichkeit gefunden. Der Begriff „Alzheimer“, als
Kennzeichnung einer dementiellen Erkrankung, ist zu einem festen Bestandteil allgemeinen
Sprachgutes geworden. 
In den USA leiden heute beispielsweise ca. 4 Millionen Menschen (10 % der über 65jährigen und
50 % der über 85jährigen) an diesem Typ einer Demenz. Die finanziellen Aufwendungen für
Behandlung und Pflege der Patienten belaufen sich auf ca. 60 Mrd. Dollar pro Jahr (Kan, 1992). Im
Zuge der immensen menschlichen, sozialen und ökonomischen Auswirkungen der Erkrankung, die
vor dem Hintergrund der steigenden Lebenserwartung der Bevölkerung in den westlichen
Industrieländern eine besondere Bedeutung erlangen, kommt der Suche nach Modellsystemen zum
Studium der pathophysiologischen Rolle, aber auch der Aufklärung der physiologischen Funktion des
APP, eine besondere Bedeutung zu.
1.1 Charakteristika der Alzheimerschen Erkrankung
1.1.1 Symptomatik sowie klinische und neuropathologische Diagnostik
Die Alzheimersche Erkrankung (AD) gehört in den Formenkreis der Demenzen, all jener
Erkrankungen, die durch sekundären Verlust der intellektuellen Fähigkeiten charakterisiert sind.
Innerhalb der Demenzklassifikation wird sie den sogenannten primären cortikalen Demenzen vom
degenerativen Typ (50 % aller Demenzformen) zugeordnet.
Die Alzheimersche Erkrankung ist eine komplexe Erkrankung des Zentralnervensystems, deren
Auswirkungen auf psychologischer, morphologischer, zellulärer, biochemischer und molekularer
Ebene nachweisbar sind. Klinisch ist sie gekennzeichnet durch den progressiven Verfall der
Persönlichkeit und den Verlust kognitiver Fähigkeiten. Neben der Einschränkung der Merkfähigkeit
und des Gedächtnisses kommt es im Verlauf der Erkrankung zunehmend zu zeitlicher, räumlicher und
autopsychischer Desorientiertheit sowie zu konstruktiver und ideomotorischer Apraxie.
Die klinische Diagnostik der Alzheimerschen Erkrankung orientiert sich an den 1984 von einer
gemeinsamen Arbeitsgruppe des National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke (NINCDS) und der Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (ADRDA)
formulierten sog. NINCDS-ADRDA-Kriterien (McKhann et al. 1984). Nach diesen Kriterien spricht
man von einer „wahrscheinlichen“, „möglichen“ oder „bestätigten“ Form der Erkrankung. Neben dem
neuropsychopathologischen Befund (psychometrische Tests: Folstein et al. 1975; Reisberg et al.
1982) können eine Reihe von Zusatzuntersuchungen die Diagnose einer wahrscheinlichen
Alzheimerschen Erkrankung stützen. Allerdings müssen die Aussagen dieser Verfahren sehr kritisch
beurteilt werden, da sie meist nur von ergänzendem oder ausschließendem diagnostischen Wert sind.
Bislang ist kein verläßlicher biochemischer Marker bekannt, der anhand von Biopsien oder in vivo-
Bestimmungen eine sichere Diagnose zuließe. Die Bestätigung der klinischen Diagnose einer
wahrscheinlichen Erkrankung ist derzeit nur an Autopsie-Material möglich. Dazu wurden eine Reihe
unterschiedlicher Kriterien formuliert, die sich am Auftreten der morphologischen Korrelate (1.1.2)
der AD orientieren (Khachaturian, 1985; Mirra et al. 1993).
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Die morphologischen Korrelate der Alzheimerschen Krankheit, unter 1.1.2 kurz beschrieben, sind
extrazelluläre Ablagerungen von β-Amyloid in senilen Plaques, intrazelluläre neurofibrilläre
Degeneration (neurofibrilläre Tangles und Threads) und eine Verminderung der cortikalen
Synapsendichte mit einem ausgeprägten Neuronenverlust, der insbesondere die cholinergen
Projektionsneurone des basalen Vorderhirns betrifft.
1.1.2 Die morphologischen Korrelate der Alzheimerschen Erkrankung
Senile Plaques und neurofibrilläre Degeneration sind unabhängig voneinander Charakteristika jedes
alternden Gehirns. Sie treten insbesondere im Bereich des entorhinalen Cortex und des Hippocampus
auf. Allerdings ist die Zahl der Plaques pro Volumen im Hirn von Patienten mit Alzheimerscher
Erkrankung im Vergleich zu gesunden älteren Menschen um den Faktor 10 bis 100 erhöht (Roth et al.
1966; Blessed et al. 1968; Tomlinson et al. 1970). Diese quantitativen Unterschiede ermöglichen die
Definition verschiedener pathomorphologischer Diagnosekriterien für die Alzheimersche Erkrankung.
Über die Korrelation der morphologisch erfaßbaren Veränderungen zum Schweregrad der Demenz
wurden und werden kontroverse Diskussionen geführt (z. B. Roth et al. 1966; Bondareff et al. 1993;
vgl. auch 1.1.2.1 - 1.1.2.3).
1.1.2.1 Senile Plaques - extrazelluläre Ablagerung von β-Amyloid
Ein morphologisches Charakteristikum der Alzheimerschen Erkrankung ist die vermehrte Bildung von
extrazellulären senilen Plaques („Drusen“; Alzheimer, 1907) mit Ablagerungen von β-Amyloid. Die
Bezeichnung „Amyloid“ („stärkeähnliches“ Material) beruht auf dem speziellen Färbeverhalten durch
Farbstoffe, die sich spezifisch in β-Faltblattstrukturen einlagern wie Thioflavin S, Kongorot (Glenner,
1980) oder Thiazinrot (Mena et al. 1995).
Diese Ablagerungen (Durchmesser 5 bis 200 µm) sind insbesondere in cortikalen und hippocampalen
Regionen nachweisbar, wobei temporaler und frontaler Cortex relativ frühzeitig in der Pathogenese
und relativ stark im Vergleich zu anderen cortikalen Arealen betroffen sind. Plaques treten in vier
typischen Formationen auf (Tab. 1-1). Diese wurden bereits Anfang des Jahrhunderts beschrieben
(Alzheimer, 1911) und später nach Anwendung moderner histochemischer Methoden bestätigt
(Wisniewski und Terry, 1973).
Tab. 1-1: Stadien und Charakteristika der Plaqueentwicklung
diffuse Plaques Aβ im Extrazellulärraum, Amyloid ohne β-Faltblattstruktur
primitive Plaques zusätzlich Geflecht degenerierender Nervenzellfortsätze, Auftreten
der typischen, nicht gedrehten Amyloidfibrillen von 7-9 nm
Durchmesser, eingewanderte Astro- und Mikroglia (Terry et al.
1964), kein Amyloidkern
klassische Plaques Amyloidkern, dystrophe Neuriten, aktivierte Glia (ca. 10 % der
Gesamtplaquepopulation)
kompakte Plaques „burned out“-Plaques, nur Amyloidkern, ca. 2-5 % der
Gesamtplaques, vermutlich ein Endstadium der Plaqueentwicklung
(Halliday et al. 1994)
Möglicherweise korreliert die Häufigkeit bestimmter Plaquetypen im Gegensatz zur Gesamtzahl der
Plaques mit dem Grad der Demenz (Nagy et al. 1995). Neben den bereits erwähnten quantitativen
Unterschieden stellt besonders die Plaquebildung in bestimmten Regionen (vor allem im entorhinalen
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Cortex) ein Korrelat zum Schweregrad der Demenz dar (Cummings und Cotman, 1995; Cummings et
al. 1996b). Eine entscheidende Neuerung ist dabei der Einbezug des Gesamt-Amyloids („amyloid
load“), da in einer Erfassung der Plaquezahl der unterschiedliche Amyloidgehalt verschiedener
Plaques nicht berücksichtigt wird (Bartoo et al. 1997).
Als weitere Bestandteile der Plaques sind α-1-Antichymotrypsin (Abraham et al. 1988),
Apolipoprotein E (Namba et al. 1991), Komplementfaktoren und Akute-Phase-Proteine (Eikelenboom
et al. 1989; Rozemuller et al. 1990; Rogers et al. 1992), Serum Amyloid P (Kalaria et al. 1991) und
Cytokine (Griffin et al. 1989) identifiziert worden.
1.1.2.2 Neurofibrilläre Degeneration
Ein weiteres morphologisches Korrelat der Alzheimer-Pathologie ist das Auftreten der sogenannten
neurofibrillären Tangles. Diese „Alzheimerschen Neurofibrillenveränderungen“ wurden bereits 1907
von Alzheimer in silberimprägnierten Hirnschnitten nachgewiesen. Sie können lichtmikroskopisch in
drei Formen unterschieden werden: neurofibrilläre Tangles (Einschlüsse in den Perikaryen), „neuropil
Threads“ (fadenförmige Einschlüsse in den distalen Dendriten) und neuritische Plaques (dystroph
aufgetriebene Nervenzellfortsätze innerhalb der senilen Plaques).
Neurofibrilläre Tangles bestehen aus paarig helikal verdrehten 10 nm Filamenten mit einer
Periodizität von 80 nm („paired helical filaments“ - PHF), deren Hauptkomponente zu mehr als 80 %
das Mikrotubuli-assoziierte Protein τ (1.2.4.3) darstellt (Brion et al. 1985; Goedert et al. 1988),
welches N-terminal verkürzt und durch Ubiquitin kovalent modifiziert vorliegt (Morishima-
Kawashima et al. 1993). Die Ausbreitung der neurofibrillären Degeneration folgt einem stereotypen
Muster (Braak und Braak, 1991). Sie beginnt im entorhinalen Cortex, dehnt sich auf den
Hippocampus aus und bezieht erst dann den Isocortex ein.
1.1.2.3 Rückgang der cortikalen Synapsendichte - Verlust cholinerger Projektionsneurone
im basalen Vorderhirn
Als ein weiteres morphologisches Korrelat der Alzheimerschen Krankheit gilt heute die
Verminderung der cortikalen Synapsendichte (Lassmann et al. 1993). Diesem Befund liegt die von
Bowen und Davies 1976 erstmals beschriebene Aktivitätsminderung der Cholinacetyltransferase in
Hippocampus und cerebralem Cortex, insbesondere in den parietotemporalen und frontalen Arealen,
von Patienten mit möglicher Alzheimerscher Krankheit zugrunde.
Einen Großteil der cortikalen und hippocampalen Innervation machen cholinerge Projektionsneurone
des basalen Vorderhirns aus (Bigl et al. 1982). Sie sind maßgeblich an der Realisierung kognitiver
Funktionen beteiligt. Es gibt Hinweise, wonach diese Neurone im Verlauf der Alzheimerschen
Krankheit starken Degenerationen unterliegen (Davies und Maloney, 1976; Whitehouse et al. 1981;
Whitehouse et al. 1982). Darüber hinaus scheint das Ausmaß des Verlustes dieser cholinergen
Projektionsneurone mit dem Schweregrad der Demenz vom Alzheimer-Typ zu korrelieren (Perry et al.
1978; Collerton, 1986). Die aus diesen Befunden abgeleitete cholinerge Hypothese kognitiver
Dysfunktion (Bartus et al. 1982; Coyle et al. 1983) konnte in klinischen Untersuchungen allerdings
nicht bestätigt werden. Sowohl die Stimulation postsynaptischer muscarinerger Rezeptoren mit
Cholinomimetika, als auch die Hemmung der Acetylcholinesterase-Aktivität, zeigten keinen
regenerativen oder die Progression der Erkrankung verzögernden Effekt.
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1.2 Molekulare Grundlagen der Pathologie der Alzheimerschen Erkrankung
1.2.1 Genetische Aspekte der Alzheimerschen Erkrankung
Die Mehrzahl der Alzheimer-Fälle (ca.90 %) tritt sporadisch auf. Bis zu 10 % aller Alzheimer-Fälle
weisen eine familiäre Häufung in der Weise auf, daß die Kriterien eines autosomal-dominanten
Vererbungsmodus erfüllt sind (Duara et al. 1993). Diese familiären Fälle der Alzheimerschen
Erkrankung können sich sowohl relativ frühzeitig als auch erst im höheren Lebensalter manifestieren.
Bezogen auf den Ausbruch der Erkrankung vor oder nach dem 65. Lebensjahr spricht man von einer
„early onset“ (EOAD) oder „late onset“ (LOAD) Form der familiären AD. Beide Krankheitsformen
unterscheiden sich klinisch kaum von den entsprechenden sporadischen Fällen. Die familiären
Formen der AD (FAD) wurden intensiv untersucht, um Hinweise auf die der Krankheit zugrunde-
liegenden molekularen Ereignisse zu gewinnen. Nach zunächst widersprüchlichen Ergebnissen,
verbunden mit kontrovers geführten Diskussionen, sind heute 3 Genorte (AD1, 3 und 4) auf den
Chromosomen 21, 14 und 1 bekannt, die einen autosomal dominanten Erbgang der FAD bedingen (St
George-Hyslop et al. 1987; Schellenberg et al. 1992; Levy-Lahad et al. 1995; zusammengefaßt z. B.
bei van Broeckhoven, 1995). Zusätzlich existiert eine Verbindung zu Auffälligkeiten auf Chromosom
19 (Pericak-Vance et al. 1991). Der daraufhin definierte Lokus AD2 wird inzwischen dem Gen für
Apolipoprotein E zugeschrieben, dessen Allel ε4 einen Risikofaktor der AD darstellt (Tab. 1-2).
Tab. 1-2: Kenntnisstand der genetischen Veränderungen im Rahmen der familiären AD sowie
bekannter Risikofaktoren 
Alle Zahlenangaben sind dabei als grobe Schätzung zu betrachten, da z. B. der Anteil von FAD an
allen AD Fällen nicht genau bekannt ist. Ob alle Chromosom 14 assoziierten (AD3) FAD-Fälle auf
Mutationen im Bereich des PS1 zurückzuführen sind, kann zum gegenwärtigen Zeitpunkt auch
noch nicht abschließend beantwortet werden. Im Fall der I716V-Mutation des APP wurde ein
autosomal dominanter Erbgang noch nicht bestätigt. 
(CAA: Cerebrale Amyloid-Angiopathie; HCHWA-D: „Hereditary cerebral hemorrhage with
amyloidosis - Dutch variant“; Tabelle modifiziert nach Sandbrink et al. 1996)
Genort/
Chromo-
som
Gen Pathologische
Veränderungen
Phänotyp Alter bei
Krankheits-
beginn (a)
Anteil
FAD
Anteil
an AD
Quellen
Deterministische Gene (autosomal dominanter Vererbungsgang)
AD1
21
APP
(vgl.
Abb. 1-2)
missense Mutation
KM670/671NL
A692G
E693Q
V171I (G/F)
(I716V)
FAD
CAA/FAD
HCHWA-D
FAD
50 ± 10 <5 % <0,5 % Levy et al. 1990; Van
Broeckhoven et al. 1990;
Goate et al. 1991;
Hendriks et al. 1992;
Mullan et al. 1992;
Eckman et al. 1997
AD3
14
PS1
(S182)
ca. 37 missense
Mutationen
bekannt,
1 Spleißvariante
FAD 45 ± 15 >50 % 2-4 % Rogaev et al. 1995;
Sherrington et al. 1995
AD4
1
PS2
(STM2
E5-1)
missense
Mutationen
FAD 55 ± 15 ca. 5 % <0,5 % Levy-Lahad et al. 1995;
Rogaev et al. 1995
Risikofaktoren
AD2
19
ApoE Polymorphismus
(1.2.4.1)
AD LOAD und
EOAD (>55)
Corder et al. 1993;
Saunders et al. 1993b;
Strittmatter et al. 1993a
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Weitere bisher nicht eindeutig geklärte Faktoren
Chromo-
som
Gen Pathologische
Veränderungen
Phänotyp Bemerkungen und Quellen
14 ACT
(α1-anti-
chymotrypsin)
Polymorphismus;
ACT-A Allel als Risikofaktor
nur in Verbindung mit
ApoEε4
AD (?) / LOAD Kamboh et al. 1995; Talbot et
al. 1996
widersprüchliche Befunde
Haines et al. 1996; Müller et al.
1996
3 Butyrylcholin-
esterase
BCHE-K Allel als
Risikofaktor nur in
Verbindung mit ApoEε4
AD (?) / LOAD Lehmann et al. 1997
3 VLDL-R
(VLDL
Rezeptor)
Polymorphismus von CGG-
„Repeats“,
5-„Repeat“ als Risikofaktor
AD (?) / LOAD nur in japanischer Population
gefunden
Okuizumi et al. 1995, 1996
mitochondriale Faktoren
mito Cytochrom-
oxidase c
CO1/CO2
Mutationen / Heteroplasmie LOAD Parker et al. 1990; Kish et al.
1992; Davis et al. 1997(*)
mito tRNA
A4336G
Mutation AD / Parkinson Hutchin und Cortopassi, 1995;
Egensperger et al. 1997
(* beschriebene mitochondriale AD-assoziierte Heteroplasmien in CO1 und CO2 wurden auf das Vorliegen von
nukleären mitochondrialen Pseudogenen zurückgeführt: Wallace et al. 1997; Hirano et al. 1997)
Kürzlich wurde eine weitere, bisher jedoch nicht näher charakterisierte, Region auf Chromosom 12 in
mögliche Verbindung zu AD gebracht (Pericak-Vance et al. 1997).
1.2.2 β-Amyloid Peptide
Versuche zur Isolierung von Plaques aus Gehirnmaterial von Alzheimer-Patienten gelangen erstmals
1983 durch Allsop et al. Die Identifikation der Komponenten scheiterte jedoch einige Zeit an der
schlechten Löslichkeit sowie der Proteaseresistenz. Durch Verwendung von Ameisensäure als
Lösungsmittel zur Zerstörung der β-Faltblattstruktur konnte durch Glenner und Wong (1984) sowie
Masters et al. (1985) ein identisches, 4,2 kDa großes Peptid aus vaskulärem bzw. aus Plaque-Amyloid
isoliert werden. β-Amyloid ist ein aus 39 - 43 Aminosäuren bestehendes Peptid (Masters et al. 1985),
das durch abnorme proteolytische Spaltung eines membrangebundenen Vorläuferproteins (APP,
1.2.3) entsteht (Kang et al. 1987). Aufgrund der Tendenz des Peptides, β-Faltblatt- und damit
Amyloidstrukturen auszubilden sowie unter Berücksichtigung seines Molekulargewichtes von 4 kDa,
wurde es als βA4-Protein bezeichnet. Andere gebräuchliche Bezeichnungen waren β-Protein,
Amyloid β, A4-Protein. Da für das Vorläufermolekül eine ähnliche Vielzahl an Bezeichnungen
existierte (βPP, BPP, PAD, βAPP, hAG), wurde 1990 eine einheitliche βA4/APP-Nomenklatur
vorgeschlagen (Allsop, 1990; Beyreuther und Masters, 1990; Glenner, 1990; Higgins, 1990). βA4
wird jedoch heute häufig als Aβ bezeichnet.
Eine Reihe von Beobachtungen unterstreicht die Bedeutung von Aβ-Peptiden als einem Schlüssel-
faktor der AD. Einen wesentlichen Beitrag dazu leisteten Untersuchungen an Patienten mit Down-
Syndrom, die regelmäßig ab dem 30.-35. Lebensjahr eine klassische Alzheimerpathologie entwickeln
(Wisniewski et al. 1985; Mann et al. 1989). Da das APP-Gen auf Chromosom 21 lokalisiert ist,
produzieren diese Patienten aufgrund eines Gen-Dosis-Effektes des APP erhöhte Spiegel an Aβ
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(Rumble et al. 1989) und entwickeln Amyloid-Plaques bereits ab dem 12. Lebensjahr, noch bevor
neurofibrilläre Degeneration und dementielle Veränderungen auftreten (Querfurth et al. 1995; Lemere
et al. 1996). Ein daraufhin zunächst vermuteter Gen-Dosis-Effekt des APP in sporadischen oder
familiären Alzheimer-Fällen konnte jedoch nicht bestätigt werden (Podlisny et al. 1987).
Alle zum heutigen Zeitpunkt bekannten genetischen Faktoren der FAD bewirken eine erhöhte
Produktion von Aβ bzw. erhöhen den Anteil der stärker amyloidogenen Form Aβ(42) (PS1/2) oder
sie verstärken die Ablagerung von Aβ (ApoE4, vgl. 1.2.1; 1.2.3 - 1.2.4.2).
Eine Amyloidpathologie, verbunden mit neuronalen und mikroglialen Schädigungen sowie Lern- und
Verhaltensstörungen, konnte in einer Reihe APP-transgener Mäuse erzeugt werden (siehe 1.3.2).
Bereits frühzeitig wurde die „Amyloid-Kaskadentheorie“ formuliert (Hardy und Higgins, 1992). In ihr
werden die Aβ-Ablagerungen in den diffusen Plaques als ursächlich in der Pathologie der
Alzheimerschen Erkrankung angesehen. Die durch Amyloid bzw. APP-Fragmente ausgelösten
neuronalen Reaktionen führen letztlich zur Bildung von neurofibrillären Veränderungen und PHFs
sowie zum Zelluntergang, der danach das primäre morphologische Korrelat der Demenz darstellt.
Sowohl die Bildung der neurofibrillären Tangles, als auch der Zelluntergang werden so als retrograde
Schädigungen, ausgehend von den neuritischen Fortsätzen zurück zum Zellkörper, betrachtet. Eine
zentrale Rolle wird dabei den toxischen Eigenschaften der Aβ-Peptide bzw. anderer proteolytischer,
die Aβ-Sequenz tragende, Spaltprodukte des APP, zugeschrieben.
In vitro-Untersuchungen zeigten bereits frühzeitig toxische Effekte von Aβ-Peptiden auf kultivierte
Zellen (Yankner et al. 1990). Diese Befunde wurden zunächst kontrovers diskutiert; einen
zusammenfassenden Überblick geben z. B. Iversen et al. (1995). Von entscheidendem Einfluß ist
dabei die Eigenschaft der Aβ-Peptide, zu aggregieren und proteaseresistente Fibrillen zu bilden
(Kirschner et al. 1987). Diese Fibrillarität des Peptides ist eine wesentliche Voraussetzung der
neurotoxischen Wirkung des Aβ und seiner Fähigkeit zur Aktivierung von Mikroglia (Lorenzo und
Yankner, 1994; Simmons et al. 1994). Dabei besteht ein Zusammenhang zwischen Toxizität und
Morphologie der Aβ-Fibrillen, wobei Aβ(1-42) verstärkt "reife", toxische Fibrillen bildet (Seilheimer
et al. 1997).
Cytotoxische Effekte des Aβ wurden in vitro auf eine Reihe von Zelltypen gezeigt, wie z. B. Neurone
(Pike et al. 1993; Lorenzo und Yankner, 1994), Astrocyten (Pike et al. 1994), Mikroglia (Meda et al.
1995) und Endothelzellen (Thomas et al. 1996). Kritisch ist anzumerken, daß diese Untersuchungen
in vitro bei kurzzeitiger Einwirkung von Aβ in supraphysiologischen Konzentrationen vorgenommen
wurden. Im Gegensatz dazu besteht unter in vivo-Bedingungen eine Langzeiteinwirkung im pico- bis
nanomolaren Konzentrationsbereich.
Eine Reihe möglicher Mechanismen der Aβ-Neurotoxizität werden diskutiert. Dazu gehören z. B. die
Auslösung oxidativen Stresses (Behl et al. 1994; Thomas et al. 1996), die Störung der intrazellulären
Calciumhomöostase durch Beeinflussung bzw. Bildung transmembranöser Calcium-Kanäle (Mattson
et al. 1992; Arispe et al. 1993) und direkte Einflüsse auf cytoskeletale Reorganisation (Busciglio et al.
1995). Kontrovers diskutiert wurde auch eine durch Aβ induzierte Beeinflussung der Sensitivität von
Neuronen gegenüber anderen neurotoxischen Agenzien, wie z. B. Glutamat (Koh et al. 1990;
Busciglio et al. 1993b; Cotman et al. 1992). 
Eine direkte zellschädigende Wirkung in vivo konnte in Aβ-transgenen Mäusen beobachtet werden.
Unter der Kontrolle des Neurofilamentpromotors intrazellulär exprimiertes Aβ führt zu Apoptose und
Zelluntergängen (LaFerla et al. 1995).
Neben zellschädigenden Wirkungen wurden aber auch trophische Effekte von Aβ oder Aβ-
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Fragmenten auf kultivierte hippocampale Neurone sowie Zellinien beschrieben (Whitson et al. 1989;
Luo et al. 1996). Diese sind wahrscheinlich an nichtfibrilläre Sekundärstrukturen und bestimmte
Konzentrationen gebunden.
Aβ-Peptide reagieren mit einer Reihe von zellulären Bindungspartnern. Mikrogliazellen können Aβ
sowohl über den Rezeptor für „advanced glycation endproducts“ (RAGE) als auch über Scavenger-
Rezeptoren (El Khoury et al. 1996; Yan et al. 1996) internalisieren und abbauen. Kürzlich wurde ein
intrazellulär Aβ-bindendes Protein des endoplasmatischen Reticulums identifiziert, dem eine Rolle in
der Vermittlung Aβ-induzierter Neurotoxizität zugesprochen wird (Yan et al. 1997).
Neuere Erkenntnisse sprechen der längeren Aβ-Form (1-42) eine zentrale Rolle zu (s. z. B. Younkin,
1995). Dieses Peptid zeigt aufgrund der zusätzlichen C-terminalen Aminosäuren eine stärkere
Aggregationstendenz als Aβ(1-40) und könnte so die Plaquebildung initiieren (Dyrks et al. 1992;
Jarrett und Lansbury, 1993; Tamaoka et al. 1994a). In Einklang damit steht ein 2-Stufen-Modell der
Plaquebildung, welches einem nucleationsabhängigen Anfangsstadium komplexer Kinetik der
Fibrillenbildung eine wesentliche Rolle zuschreibt (Jarrett et al. 1993).
Unterstützt werden diese Annahmen durch Beobachtungen, daß Aβ(1-42) sowohl bei Patienten mit
Down-Syndrom als auch mit AD die initial abgelagerte Aβ-Form in Plaques darstellt (Iwatsubo et al.
1994; Iwatsubo et al. 1995; Lemere et al. 1996), obwohl nur ca. 10 % der Gesamt-Amyloidpeptide
durch Aβ(1-42) repräsentiert werden. Hierfür spricht auch die durch Mutationen bedingte Erhöhung
des Anteils an Aβ(1-42) in familiären Formen der AD (Suzuki,N. et al. 1994; Tamaoka et al. 1994b,
vgl. 1.2.3.7). Aktuelle Ergebnisse weisen darauf hin, daß die Amyloidpeptide Aβ(1-40) und (1-42)
unter Beteiligung unterschiedlicher zellulärer Kompartimente bzw. unterschiedlicher Proteasen
gebildet werden (1.2.3.5).
1.2.3 Amyloid Precursor Protein - APP
1.2.3.1 cDNA, alternatives Spleißen und genomische Organisation
Auf der Grundlage der Aminosäuresequenz des Aβ wurde die humane cDNA eines Proteins kloniert,
in der die Aβ-Sequenz enthalten war. Das zugehörige, mehr als 170 kbp große Gen wurde auf dem
langen Arm des humanen Chromosoms 21 (q21.2) lokalisiert (Goldgaber et al. 1987; Kang et al.
1987; Tanzi et al. 1987). Es umfaßt insgesamt 18 Exons (Lemaire et al. 1989; Yoshikai et al. 1990),
wobei die für Aβ codierende Sequenz in den Exons 16 und 17 liegt. 
Das APP-Primärtranskript kann an den Exons 7 und 8 sowie 15 alternativ gespleißt werden, so daß 8
mögliche Isoformen der RNA existieren, welche für Proteine mit Längen zwischen 677 und 770
Aminosäuren codieren. Zusätzlich wurden C-terminal verkürzte Isoformen von 563 bzw. 365
Aminosäuren ohne Aβ-Domäne beschrieben, welche zumindest auf mRNA-Ebene zu existieren
scheinen und als APRP (Amyloid precursor related protein) bezeichnet werden (de Sauvage und
Octave, 1989; Jacobsen et al. 1991). Für diese mRNA-Formen wurde die Existenz der Exons 8a und
13a postuliert, deren Vorhandensein in der mRNA zum Auslassen aller weiteren 3’-seitig gelegenen
Exons führt (Octave, 1995). Isoformen ohne Exon 15 wurden zuerst in Leukocyten nachgewiesen und
daher als Leukocyten- bzw. L-APP bezeichnet (König et al. 1992).
Die Expression der APP-Isoformen folgt einem gewebespezifischen und entwicklungsabhängigen
Muster (siehe z. B. Apelt et al. 1997). Im Hirn dominiert dabei das APP 695, welches vorrangig
neuronal exprimiert wird und auch als erstes APP-Transkript identifiziert wurde. Gliazellen, wie auch
nahezu alle peripheren Gewebe, exprimieren vorrangig Isoformen, welche eine durch Exon 7 codierte
Proteaseinhibitordomäne vom Kunitz-Typ (KPI) enthalten (APP 770 und 751; Kitaguchi et al. 1988;
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Ponte et al. 1988; Tanzi et al. 1988). Auf mRNA-Ebene wurde mit APP 714 auch jene Isoform
nachgewiesen, der nur das Exon 7 fehlt (Golde et al. 1990; Kang und Müller-Hill, 1990). L-APP ohne
Exon 15 wird in Rattengeweben im wesentlichen ubiquitär exprimiert, jedoch nicht in Neuronen
(Sandbrink et al. 1994c). Dies läßt vermuten, daß bestimmte notwendige Spleißfaktoren nicht in
Neuronen exprimiert werden.
Frühere Annahmen, daß eine Veränderung des Isoformenmusters der APP-Expression zugunsten
proteaseinhibierender Formen und somit ein gestörtes Verhältnis der KPI-haltigen und nicht-KPI-
haltigen APP-Isoformen ursächlich für eine gestörte, und somit zur Bildung von Aβ führenden,
Prozessierung des APP sei (Tanaka et al. 1989), konnten so nicht aufrechterhalten werden (Koo et al.
1990b).
1.2.3.2 Struktur des Proteins
APP ist ein integrales Membranglykoprotein mit einem relativen Molekulargewicht von ca. 110-
130 kDa (Selkoe et al. 1988), welches eine singuläre Transmembrandomäne, eine lange N-terminale
extrazelluläre Domäne und eine relativ kurze C-terminale Region aufweist (Kang et al. 1987; Abb. 1-
1). Das Protein existiert in unterschiedlichen membranassoziierten und löslichen Isoformen, welche
sowohl durch alternatives Spleißen des Primärtranskriptes, als auch durch proteolytische
Prozessierung entstehen und die nach der Anzahl der Aminosäuren bezeichnet werden.
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der Struktur des APP
Die Numerierung der Aminosäuren bezieht sich auf die längste Isoform (770 Aminosäuren).
Dargestellt sind die Akzeptorstellen posttranslationaler Modifizierung, wie Sulfatierung (SO4),
Glykosylierung (CHO) und Phosphorylierung (PO4), die durch alternatives Spleißen beeinflußten
Domänen, die teilweise in die Membran eingebettete Aβ-Region, die Transmembrandomäne sowie
die Schnittstellen der APP-prozessierenden Sekretasen. Durch Sterne sind diejenigen Aminosäuren
gekennzeichnet, in denen sich murines Aβ von der humanen Sequenz unterscheidet.
Posttranslationale Modifizierung
APP unterliegt starken posttranslationalen Modifizierungen wie N- und O-Glykosylierung (Dyrks et
al. 1988; Schubert et al. 1988; Weidemann et al. 1989; Godfroid und Octave, 1990; Påhlsson et al.
1992; Saito et al. 1993; Griffith et al. 1995), Phosphorylierung der Ecto- wie auch der Endodomäne
(Suzuki et al. 1992; Hung und Selkoe, 1994; Walter et al. 1997) und Sulfatierung (Weidemann et al.
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1989; Schubert et al. 1989b). APP kann weiterhin als Heparansulfat- bzw. Chondroitinsulfatproteo-
glycan-Core-Protein existieren (Schubert et al. 1988; Shioi et al. 1992). Eine potentielle
Modifizierungsstelle durch Chondroitinsulfatseitenketten wird durch Herausspleißen des Exons 15
gebildet. In Übereinstimmung mit dem Expressionsmuster des APP wurden diese APP-Proteoglycane
(Appicane) zunächst in L-APP exprimierenden C6-Gliom-Zellen gefunden (Pangalos et al. 1995;
Shioi et al. 1995).
Die posttranslationalen Modifizierungen scheinen zelltypspezifisch zu erfolgen und die Funktion des
Proteins zu beeinflussen.
Domänenstruktur
Nach einem transienten Signalpeptid (18 Aminosäuren, codiert im Exon 1), welches im Verlauf der
Reifung des Proteins abgespalten wird, folgen ein cysteinreicher Abschnitt (Exons 2-5) und eine saure
Domäne (Exons 5-6). Die sogenannte extrazelluläre „Glykosylierungsdomäne“ umfaßt die Exons 10-
14/16. Nach der in Exon 17 codierten, max. 24 Aminosäuren umfassenden Transmembrandomäne
folgen weitere 47 Aminosäuren als cytosolische Domäne (Dyrks et al. 1988). Diese enthält eine
NPXY-Konsensussequenz für Clathrin-vermittelte Endocytose (Chen et al. 1990). Die alternativ
gespleißten Exons codieren für eigene Domänen. Exon 7 entspricht dabei einer 56 Aminosäuren
großen Proteaseinhibitordomäne vom Kunitz-Typ (KPI), deren dreidimensionale Struktur aufgeklärt
wurde (Hynes et al. 1990; Heald et al. 1991). Exon 8 codiert für eine 19-Aminosäuren-Domäne mit
Homologie zu MRC OX-2, einem Glykoprotein der Ratte, welches auf Neuronen, Thymocyten und B-
Zellen exprimiert wird (Clark et al. 1985).
Ligandenbindungsstellen
APP kann mit einer Reihe von Bindungspartnern interagieren. Neben homophilen Bindungsstellen
und der damit verbundenen Möglichkeit der Homodimerisierung existieren Bindungsbereiche für
Kollagen (Schubert et al. 1989b), Heparin (Aminosäuren 96-110; Small et al. 1994 und Aminosäuren
391-412; Multhaup, 1994; s.a. Clarris et al. 1997), sowie Bindungsstellen für Metalle, wie Zink (im
Bereich der Aminosäuren 181-200; Bush et al. 1993) und Kupfer (Aminosäuren 135-155; Hesse et al.
1994). Die Metallbindung beeinflußt die Konformation sowie die homophile Interaktion des
Moleküls. Unter in vitro Bedingungen kann gebundenes Kupfer (II) zu Kupfer (I) reduziert werden.
Dabei wird der Cysteinrest 144 oxidiert (Multhaup et al. 1996).
In den letzten Jahren wurden intrazelluläre Bindungspartner des APP charakterisiert, die mit der
cytoplasmatischen Domäne des APP-Moleküls über Phosphotyrosin-Bindungsdomänen interagieren
(Borg et al. 1996; Bressler et al. 1996; Guénette et al. 1996). In vitro konnte auch eine direkte
Interaktion des Mikrotubuli-assoziierten Proteins τ mit APP beobachtet werden (Smith et al. 1995).
1.2.3.3 Funktion
Die zelluläre physiologische Funktion des APP-Moleküls ist bisher nicht zweifelsfrei bekannt. APP
scheint jedoch ein multifunktionelles Protein darzustellen, dessen unterschiedliche biologische
Aktivitäten jeweils von Isoform und Prozessierung bestimmt werden. Für physiologisch bedeutende
Funktionen des Moleküls spricht neben der evolutionären Konservierung und der ubiquitären
Expression auch die Struktur des APP-Promotors, der durch das Fehlen einer TATA-Box sowie den
hohen G+C Gehalt auf eine Rolle als "housekeeping" Gen hinweist (Salbaum et al. 1988).
Für die membranständigen Isoformen werden Funktionen im Bereich der Zelladhäsion und Zell-
Matrix-Interaktion sowie der interzellulären Kontakte diskutiert (Shivers et al. 1988; Schubert et al.
1989a; Klier et al. 1990; Small et al. 1994). Weiterhin wird eine Rolle des APP bei der synaptischen
Organisation, Synaptogenese und synaptischer Plastizität angenommen (Schubert et al. 1991;
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Shimokawa et al. 1993; Moya et al. 1994). Die Annahme einer strukturellen Funktion im synaptischen
Bereich wird auch durch die Beobachtung eines aktiven Tubulin-vermittelten Transportes von APP zu
Dendriten und Axonterminalen gestützt (Koo et al. 1990a). Weiterhin können APP-haltige Vesikel in
der synaptischen Region lokalisiert werden (Schubert et al. 1991). Hierbei wird auch eine Beteiligung
an neuronalen Differenzierungsprozessen diskutiert (Hung et al. 1992).
Die Struktur des membranständigen Proteins hat bereits frühzeitig Spekulationen über eine
Rezeptorfunktion hervorgerufen (Kang et al. 1987). Weitere Daten weisen auf eine G0-Protein
gekoppelte Rezeptorfunktion hin, ohne daß jedoch bisher ein Ligand gefunden worden wäre
(Nishimoto et al. 1993; Okamoto et al. 1995; Murayama et al. 1996).
Weiterhin werden APP Eigenschaften eines Reparatur-Proteins zugeschrieben. So ist beispielsweise
die APP-Syntheserate nach zellulären Traumen, wie z. B. der Schädigung von Zell-Zell-Kontakten,
der Synapsen oder Axone, erhöht (Banati et al. 1993; Gentleman et al. 1993). Diese Annahme wird
auch durch die beobachtete APP-Expression in reaktiver Astro- sowie aktivierter Mikroglia
unterstützt (Siman et al. 1989; Banati et al. 1993).
Funktionen des sezernierten APP (APPs)
Lösliches APP mit einer KPI-Domäne ist identisch mit dem beschriebenen Proteaseinhibitor Protease
Nexin II (Oltersdorf et al. 1989; Van Nostrand et al. 1989). KPI-haltige APP Isoformen sind in vitro
potente Inhibitoren der Proteasen Trypsin, Chymotrypsin (Sinha et al. 1990) sowie des Faktors XIa
(Smith et al. 1990).
Aus dem Vorkommen in Thrombocyten und der Ausschüttung bei Stimulation wurde eine Rolle des
APP in Prozessen der Wundheilung postuliert (Bush et al. 1990; Van Nostrand et al. 1990).
Insbesondere L-APP wird aufgrund seiner Expression in Makrophagen in Verbindung zu immuno-
logischer Aktivität gebracht (Mönning et al. 1992).
Darüber hinaus ähnelt APP funktional einem Nervenwachstums- und Differenzierungsfaktor
(Milward et al. 1992) und fördert das Neuritenwachstum. Neurotrophische Aktivität besitzen sowohl
sezernierte als auch membranständige APP-Formen (Qiu et al. 1995). Diese trophischen
Eigenschaften sind nicht auf neuronale Zellen beschränkt (Saitoh et al. 1989). Die
wachstumsfördernde Wirkung auf Neurone konnte auf zwei funktionale Regionen des APP 695
kartiert werden: einer N-terminalen Heparinbindungsdomäne (Aminosäuren 96-110; Small et al.
1994) sowie dem Bereich der Aminosäuren 328-332 (Ninomiya et al. 1993). Der sezernierten Form
APPs α wird eine größere trophische und protektive Wirkung zugesprochen als APPs β (Furukawa et
al. 1996).
Als zelluläre Mediatoren der Wirkung des löslichen APPs wurden zum einen der p21ras /MAP-Kinase
(mitogen aktivierte Proteinkinase) - abhängige Weg (Greenberg et al. 1994), zum anderen eine
Beeinflussung des intrazellulären Ca++-Spiegels (Mattson et al. 1993) sowie eine cGMP-Erhöhung,
die Aktivierung cGMP-abhängiger Proteinkinasen und die Aktivierung NF-κB abhängiger Gen-
expression (Barger und Mattson, 1996) beschrieben.
1.2.3.4 APP-Genfamilie
APP ist ein evolutionär stark konserviertes Protein. So wurden APP-homologe Proteine nicht nur in
Säugern, sondern auch in Caenorhabditis elegans (apl-1; Daigle und Li, 1993), Drosophila melano-
gaster (APPL; Rosen et al. 1989), Xenopus laevis (Okado und Okamoto, 1992) und Narke japonica
(IIjima et al. 1998) beschrieben.
In Säugern umfassen die Produkte der APP-Genfamilie drei verwandte Proteine: neben APP die APP
ähnlichen Proteine APLP1 und 2. Dabei enthält nur APP die Aβ-Domäne und kann somit
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amyloidogen prozessiert werden. APP cDNA-Sequenzen voller Länge sind von Mensch (1.2.3.1),
Macaca fascicularis (Podlisny et al. 1991), Ratte (Shivers et al. 1988; Kang und Müller-Hill, 1989)
und Maus (Yamada et al. 1987; 1989) bekannt. Von einer Reihe anderer Säuger wurden partielle
cDNA-Sequenzen der Aβ-Region beschrieben (Johnstone et al. 1991).
Aus der Familie der APP-ähnlichen Proteine sind eine Reihe von cDNAs verschiedener Spezies
kloniert und sequenziert worden. Die Proteine APLP1 und APLP2 von Mensch, Maus und Ratte sind
im wesentlichen bekannt (Vidal et al. 1992; Wasco et al. 1992, 1993; Sprecher et al. 1993; Sandbrink
et al. 1994a; Slunt et al. 1994; Paliga et al. 1997). Auch APLP können in durch alternatives Spleißen
entstandenen Isoformen auftreten. Es wurde gezeigt, daß in Rattengeweben ebenfalls eine KPI-
Domäne sowie ein regional dem APP-Exon 15 ähnliches Exon des APLP2 alternativ gespleißt werden
können (Sandbrink et al. 1994b).
1.2.3.5 Proteolytische Prozessierung
Unter physiologischen Bedingungen wird membranständiges APP proteolytisch gespalten und in den
extrazellulären Raum sezerniert (Weidemann et al. 1989). Der größte Teil des APP wird dabei
innerhalb der Aβ-Sequenz hydrolysiert, so daß nichtamyloidogene Spaltprodukte entstehen (APPs α;
Esch et al. 1990; Sisodia et al. 1990; Sisodia, 1992). Diese Proteaseaktivität wird als α-Sekretase
bezeichnet. In einem alternativen Stoffwechselweg (endosomal/lysosomale Prozessierung: Golde et
al. 1992; Haass et al. 1992a) können nach Reinternalisierung des membranständigen APP durch
Aktivität der sog. β-Sekretase am N-Terminus der Aβ-Sequenz potentiell amyloidogene
Spaltprodukte gebildet werden (Anderson et al. 1992; Seubert et al. 1993). β-Sekretase geschnittenes
APP (APPs β) wird ebenfalls sekretorisch gefunden (Seubert et al. 1993). Die nach α- bzw. β-Schnitt
verbliebenen C-terminalen APP-Fragmente (A4CT und p3CT) können durch γ-Sekretase zu Aβ bzw.
p3 weiterprozessiert werden (Cai et al. 1993; Higaki et al. 1995; vgl. Abb. 1-1). Diese Bildung von
Aβ ist ein normales Produkt physiologischer Stoffwechselsituationen (Haass et al. 1992b; Shoji et al.
1992). Jedoch scheinen an der Bildung der Aβ-Formen 1-40/1-42 zwei verschiedene γ-Sekretase-
Aktivitäten unterschiedlicher zellulärer Kompartimentierung und pharmakologischer Beeinflußbarkeit
durch Calpaininhibitoren (Peptidaldehyde) beteiligt zu sein (Citron et al. 1996; Klafki et al. 1996b;
Hartmann et al. 1997).
Die proteolytische Prozessierung des APP ist vielfältigen Regulationsmechanismen unterworfen,
wovon vor allem die Stimulation der α-Sekretase-Prozessierung durch Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC; ausgelöst z. B. durch Phorbolester) genannt sein soll (Buxbaum et al. 1992;
Hung et al. 1993). Dabei ist offensichtlich nicht das APP Substrat der Phosphorylierung durch PKC
(Hung und Selkoe, 1994), sondern es erfolgt möglicherweise eine Phosphorylierung der α-Sekretase
oder eine Beeinflussung des Transportes zur Zellmembran (Xu et al. 1995). Eine erhöhte α-
sekretorische Prozessierung nach der Stimulation von Neurotransmitterrezeptoren durch Rezeptor-
agonisten in vitro deutet auf eine mögliche Regulation der APP-Prozessierung durch neuronale
Aktivität in vivo hin. Dabei wird die Wirkung m1 und m3 muscarinerger Acetylcholinrezeptoren, wie
auch metabotroper Glutamatrezeptoren, ebenfalls durch eine Kopplung über Phospholipasen und
PKC-Aktivierung vermittelt (Nitsch et al. 1992; Lee et al. 1995).
Demgegenüber führt eine Erhöhung der intrazellulären Ca++-Konzentration zu einer Stimulation der
Aβ-Bildung, d. h. zur bevorzugten Nutzung des β-Sekretaseweges (Querfurth und Selkoe, 1994).
Möglicherweise können die Verhältnisse der Prozessierung über den α- bzw. β-Sekretaseweg durch
vorangegangene degenerative Veränderungen an Nervenzellen verändert werden (Iverfeldt et al.
1993).
Bisher wurde noch keine der an der APP-Prozessierung beteiligten Proteasen eindeutig identifiziert.
Basierend auf Untersuchungen mit synthetischen Substraten wurde die Beteiligung einer Reihe von
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Proteasen an der APP-Prozessierung vorgeschlagen (zusammengefaßt z. B. bei Evin et al. 1994).
Mögliche α-Sekretase-Aktivitäten wurden beispielsweise unter Beteiligung des Proteasoms (Kojima
und Omori, 1992; auch in Zusammenhang mit β-Sekretaseaktivität) oder integraler Membran-
metalloproteasen (Roberts et al. 1994) diskutiert. Hier könnte auch ein allgemeines Prinzip des
„Sheddings“ von Membranproteinen aktiv sein. So konnte beispielsweise gezeigt werden, daß
proTGF-α; IL-6 Rezeptor α, APP und L-Selektin ähnlich sezerniert werden (Arribas et al. 1996). In
weiteren Arbeiten wurden u. a. Mastzell-Chymase (Nelson et al. 1993), Metalloendopeptidase 24.15
(McDermott et al. 1992), multikatalytische Proteasen (Mundy, 1994), Clipsin (Nelson und Siman,
1990), Calcium-aktivierte neuronale Proteasen (Siman et al. 1990) bzw. Calcium-aktivierte
Serinprotease (Abraham et al. 1991) sowie Prolylendopeptidase (Ishiura et al. 1990) als mögliche
APP-Sekretasen diskutiert. Über eine mögliche Identität von γ-Sekretase mit Cathepsin D liegen
widersprüchliche Beobachtungen vor (Evin et al. 1995; Saftig et al. 1996). Prozessierung von APP
durch γ-Sekretase weist durch die Lage der Schnittstelle in der Transmembranregion Ähnlichkeiten
zur Prozessierung von SREB-Proteinen („sterol regulatory element binding protein“) auf. Jedoch
konnte in einer SREBP2-Protease-defizienten Zellinie gezeigt werden, daß diese Protease nicht zur
APP-γ-Sekretase identisch ist (Tomita, T. et al. 1998).
Aufgrund der möglicherweise heterogenen Natur der beteiligten Sekretaseaktivitäten steht jedoch eine
abschließende Klärung dieser Frage noch aus.
1.2.3.6 Zellbiologie des APP
Die Untersuchung der zellulären Kompartimentierung der APP Prozessierung ist eng mit den Fragen
der Prozessierung und ihrer Regulation verknüpft.
Neusynthetisiertes APP wird zunächst kotranslational durch das Signalpeptid zum endoplasmatischen
Reticulum und weiter zum Golgi-Apparat transportiert. Modifizierung und Sulfatierung erfolgen im
Trans-Golgi (Weidemann et al. 1989). Nur ein Teil des synthetisierten APP gelangt anschließend zur
Plasmamembran (Weidemann et al. 1989). Viele APP-Moleküle verbleiben in inneren Membranen
z. B. im Golgi-Apparat (Selkoe, 1996). Die zelluläre Halbwertszeit des APP in PC12-Zellen beträgt
ca. 20-30 min (Weidemann et al. 1989), in primär kultivierten cortikalen Neuronen der Ratte ca. 150-
200 min (LeBlanc et al. 1996). Bei Inhibition des Proteintransportes im frühen Golgi mit Brefeldin A
erfolgt keine Bildung von Aβ/p3. Die proteolytische Prozessierung erfolgt also erst nach Durchlaufen
des Cis-Golgi (Haass et al. 1993). Ebenso ist die erfolgte O-Glykosylierung Voraussetzung der APP-
Spaltung (Tomita, S. et al. 1998). APP-Prozessierung und -Phosphorylierung werden weiterhin
zellzyklusabhängig reguliert (Suzuki, T. et al. 1994).
APP wird in polarisierten Zellen intrazellulär sortiert. Eine Sortierung zum Axon neuronaler Zellen
wird dabei durch die membraninserierte Ectodomäne und die Aβ-Region bestimmt (Tienari et al.
1996a). In nichtneuronalen Zellen (MDCK) wird eine Sortierung jedoch ohne Beteiligung der Aβ-
Domäne durch Signale im cytoplasmatischen Bereich des Moleküls gesteuert (Haass et al. 1995b). In
polarisierten MDCK-Zellen wird APP ausschließlich basolateral, L-APP jedoch apical und basolateral
sortiert. Die proteolytische Prozessierung scheint dabei nach der zellulären Sortierung zu erfolgen
(Haass et al. 1994b; Hartmann et al. 1996).
Die Prozessierung durch α-Sekretase kann sowohl an der Plasmamembran (Sisodia, 1992), als auch in
Vesikeln (De Strooper et al. 1993; Haass et al. 1995b) erfolgen. Dabei scheint die Schnittstelle dieser
Protease in geringerem Maß durch Sequenzspezifität, als vielmehr durch sterische Faktoren
(Vorliegen eines α-helicalen Bereiches sowie Membranabstand) bestimmt zu werden. Diese
Vermutung wird durch den Effekt der APP 692 Mutation und die damit verbundene Inhibition der α-
Sekretase unterstützt (Haass et al. 1994a). Im Gegensatz dazu beeinflußt die Schwedische
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Doppelmutation die zelluläre Sortierung und führt so zu einer Begünstigung des β-Sekretase-Weges,
ohne daß dabei eine Reinternalisierung des APP zur Aβ-Bildung nötig ist (Haass et al. 1995a; Citron
et al. 1995).
Diskutiert wird die Beteiligung verschiedener intrazellulärer Kompartimente an der Aβ-Entstehung,
so z. B. die Beteiligung von Endosomen/Lysosomen, späten sekretorischen Vesikeln sowie des endo-
plasmatischen Reticulums. Dabei wird die Annahme einer Lokalisation der Bildung löslichen Aβ in
den frühen Endosomen durch eine Reihe experimenteller Befunde gestützt:
APP und potentiell amyloidogene 10 kDa C-terminale Fragmente wurden in Clathrin-haltigen „coated
vesicles“ gefunden (Nordstedt et al. 1993). Bei Inhibition der Clathrin-vermittelten Endocytose durch
„Depleting“ intrazellulären Kaliums wird die Aβ-Produktion verringert (Haass et al. 1992a).
Alkalisierung und Beeinflussung des vesikulären H+-Transportes (NH4Cl, Monensin, Chloroquin)
vermindern jeweils die Aβ-Bildung (Haass et al. 1993), während durch lysosomale Cystein-
proteasehemmer (Leupeptin, E64) keine Veränderung der Aβ-Produktion erfolgt. Zudem enthalten
späte Endosomen wie auch Lysosomen kein detektierbares Aβ (Busciglio et al. 1993a; Haass et al.
1993). Weiterhin scheint die Bildung von Aβ von der Reinternalisierung membrangebundenen APP
abhängig zu sein. Die Endocytose oberflächenmarkierten radioiodinierten APP führt zum Freisatz
markierten Aβ. Dabei entspricht die Kinetik des Freisetzens von Aβ derjenigen recycelter Endosomen
und ist langsamer als die APPs-Bildung (Koo und Squazzo, 1994). Eine Deletion der
cytoplasmatischen APP-Domäne (GYENPTY) verhindert die Aβ-Bildung (Lai et al. 1995).
Aufgrund ihrer unterschiedlichen zellulären Sortierung und Kompartimentierung scheinen
verschiedene APP-Isoformen in unterschiedlichem Maß an der Aβ-Bildung beteiligt zu sein. So
konnte unter Nutzung APP- bzw. L-APP-transfizierter MDCK-Zellen gezeigt werden, daß von L-APP
nur ca. 50 % der von APP gebildeten Aβ-Menge entsteht (Hartmann et al. 1996). In APP 695 bzw.
751 transfizierten P19- bzw. humanen 293-Zellen führte die Expression der KPI-haltigen Isoform 751
zu einer verstärkten Aβ-Bildung (Ho et al. 1996). Jedoch scheint dies nicht auf eine direkte
Beeinflussung der Proteaseaktivitäten durch die KPI-Domäne zurückzuführen zu sein, da Serin-
Proteaseinhibitoren vom Kunitz-Typ keinen oder nur geringen Einfluß auf die APP-Prozessierung
zeigen (Ladror et al. 1994).
Neuere Arbeiten beschreiben die intrazelluläre Bildung von Aβ spezifisch in neuronalen Zellen, wie
z. B. in Neuroblastom-Zellen SY5Y (Fuller et al. 1995), NT2N-Zellen (Wertkin et al. 1993; Turner et
al. 1996) sowie primär kultivierten hippocampalen Neuronen (Tienari et al. 1996b; 1997). Dabei
scheinen verschiedene Wege der Aβ-Bildung zu existieren. Während sezerniertes Aβ in einem, wie
beschrieben, pH- und Endocytose-abhängigen Weg gebildet wird, kann die Bildung intrazellulären
Aβ pH- und Endocytose-unabhängig erfolgen (Tienari et al. 1997; Wild-Bode et al. 1997). Die
Expression von Human-APP mit klinischen APP-Mutationen in transfizierten primären hippo-
campalen Neuronen der Ratte führte dabei zu einer Verdoppelung des intrazellulären Gehaltes an
Aβ(1-42). Die Bildung von intrazellulärem Aβ(1-42) im endoplasmatischen Reticulum wurde dabei
nur in Neuronen, nicht jedoch in transfizierten COS-Zellen beobachtet. In diesem Kompartiment
könnte auch eine mögliche Interaktion mit Präsenilinen erfolgen (Hartmann et al. 1997; Cook et al.
1997; vgl. 1.2.4.2).
In vergleichbaren zellulären Systemen werden von Nager-APP nur ca. 20 % der von Human-APP
erhaltenen Menge Aβ gebildet. Dies liegt im Aminosäureaustausch Arg5Gly innerhalb der Aβ-Region
begründet (De Strooper et al. 1995).
Molekulare Grundlagen der Pathologie der Alzheimerschen Erkrankung 14
1.2.3.7 Assoziation von APP-Mutationen mit familiären Formen der Alzheimerschen
Erkrankung
Die Suche nach genetischen Faktoren der AD führte zur Entdeckung einer Reihe von „missense“-
Mutationen im APP-Gen (1.2.1; Abb. 1-2). Alle diese Mutationen beeinflussen die Bildung von Aβ
bzw. der stärker amyloidogenen Form Aβ(1−42) (Abb. 1-2B).
Im Falle der HCHWA-D Mutation (Codon 693) führt der Austausch von Glutamat durch Glutamin zu
einer verringerten Löslichkeit und damit verstärkter Aggregation des Aβ(1-40/42) (Wisniewski et al.
1991). Andere beschriebene Effekte der APP-Mutationen sind Störungen des Neuritenwachstums
(Schwedische Mutation; Li et al. 1997). Einen zusammenfassenden Überblick geben Hendriks und
Van Broeckhoven (1996).
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Abb. 1-2: FAD-assoziierte Mutationen im APP
A: Alle bekannten Mutationen liegen in unmittelbarer Nähe der Sekretaseschnittstellen. Dargestellt
sind die Schwedische Doppelmutation (Mullan et al. 1992), die FAD-Mutation an Position 692
(Flämische Mutation; Hendriks et al. 1992), der Cluster der Mutation an Position 717 (London-
Mutationen; Chartier-Harlin et al. 1991; Goate et al. 1991; Murrell et al. 1991) sowie die
Holländische Mutation, welche zum Phänotyp HCHWA-D führt (Levy et al. 1990). Mit FAD* ist
eine unlängst beschriebene Mutation (I716V) gekennzeichnet, deren Erbgang jedoch noch nicht
bestätigt wurde (Eckman et al. 1997). Die Aβ−Sequenz (1-42) ist in Großbuchstaben dargestellt,
der membraninserierte Bereich ist grau unterlegt.
B: Einfluß der Mutationen auf die APP-Prozessierung. Die Schwedische Mutation erhöht dabei
generell die Bildung von Aβ um einen Faktor von 5-8 (Citron et al. 1992; Cai et al. 1993; Citron et
al. 1994) sowohl in transfizierten Zellen, als auch in primären AD-Fibroblasten (Citron et al. 1994;
Johnston et al. 1994). Eine Mutation an Codon 692 führt zu einer Inhibition der α-Sekretase und
erhöht damit die Produktion von Aβ sowie Aβ-ähnlicher Peptide mit verändertem N-Terminus
(Haass et al. 1994a), während die London Mutationen (Codon 717) das Verhältnis der gebildeten
Aβ-Peptide zugunsten der längeren und stärker amyloidogenen Form Aβ(1-42) verschieben
(Suzuki,N. et al. 1994; Tamaoka et al. 1994b). Die Bildung von Aβ(1-42) wird ebenfalls durch
eine Reihe der bekannten Präsenilin-Mutationen begünstigt (Grafik modifiziert nach Hardy, 1997).
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Unlängst wurde das Auftreten von sog. „+1-APP-Proteinen“ im Gehirn von AD-Patienten
beschrieben, bei denen durch eine „Frameshift“-Mutation, bedingt durch eine Dinucleotid-Deletion
im Exon 9, die APP-mRNA im +1-Leserahmen abgelesen wird (van Leeuwen et al. 1998). Diese
Veränderung konnte nicht in genomischer DNA nachgewiesen werden und scheint daher offenbar auf
Transkriptebene stattzufinden.
1.2.4 Andere molekulare Faktoren in der Pathogenese der Alzheimerschen
Erkrankung
1.2.4.1 Apolipoprotein E
In der Cerebrospinalflüssigkeit von Patienten mit familiärer LOAD wurden verschiedene Proteine
nachgewiesen, die mit hoher Affinität β-Amyloid binden. Eines dieser Proteine konnte als
Apolipoprotein E (ApoE) identifiziert werden (Strittmatter et al. 1993a). Mit Hilfe von Antikörpern
gegen ApoE sind im Hirn von Alzheimer-Patienten senile Plaques, neurofibrilläre Tangles und
Amyloidablagerungen an cerebralen Blutgefäßen immunhistochemisch darstellbar (Namba et al.
1991; Wisniewski und Frangione, 1992). Das Gen für ApoE ist auf Chromosom 19 (19q13.2)
lokalisiert (Strittmatter et al. 1993a) und kann in drei Allelen vorliegen (ε2, ε3, ε4), die für die ApoE
Isoformen ApoE2, -E3, -E4 codieren. Diese Allele unterscheiden sich nur in 2 Aminosäuren (E2:
112Cys, 158Cys, E3 158Arg, E4: 112,158Arg). Unter physiologischen Bedingungen ist ApoE
Bestandteil des Lipidstoffwechsels (Cholesterol-Transportprotein) und dient als Ligand für den „low
density lipoprotein“-Rezeptor.
Sowohl bei Patienten mit sporadischer als auch familiärer LOAD wurde das ApoE-ε4 Allel häufiger
gefunden als bei Kontrollpersonen (40  % zu 16  %). Mit steigender ApoE-ε4 Gendosis erhöht sich
für Angehörige von Familien mit familiärer LOAD das Risiko, an einer Demenz vom Alzheimer-Typ
zu erkranken von 20 % auf 90 %. Gleichzeitig sinkt für ApoE-ε4-Homozygote das Durchschnittsalter
bei Krankheitsbeginn von 84 auf 68 Jahre, verglichen mit Nicht-ApoE-ε4-Allelträgern (Corder et al.
1993; Saunders et al. 1993a). Rolle und Mechanismus der ApoE-Wirkung im pathophysiologischen
Geschehen der Alzheimerschen Erkrankung sind noch ungeklärt. Von allen ApoE-Isoformen bindet
E4 Aβ-Peptide mit der höchsten Affinität (Strittmatter et al. 1993b). Die dadurch entstehenden
Komplexe sind extrem unlöslich und können die Bildung massiver Amyloidablagerungen und Plaques
initiieren (Wisniewski und Frangione, 1992; Schmechel et al. 1993; Ma et al. 1994; Utermann, 1994;
Polvikoski et al. 1995). 
Über eine Beteiligung anderer Allele gibt es widersprüchliche Angaben, so wurde beispielsweise dem
Allel ε2 eine (wenn auch schwach ausgeprägte) Schutzfunktion zugeschrieben (Chartier-Harlin et al.
1994; Corder et al. 1994).
1.2.4.2 Die Präseniline PS1 und PS2
Das Gen für Präsenilin 1 (PS1) wurde durch eine „positionierte Klonierung“, eine cDNA-abhängige
Auswahl von YAC-Klonen der Region 14q24.3, identifiziert (Sherrington et al. 1995). Präsenilin 2
auf Chromosom 1 wurde durch Sequenzhomologie zu PS1 isoliert (Rogaev et al. 1995). Die Identität
beider Proteine auf Proteinniveau beträgt ca. 67 %. Für beide Gene wurden FAD-assoziierte,
autosomal dominante Mutationen beschrieben (Tab. 1-2), wobei jedoch offensichtlich PS2-
Mutationen unterschiedliche Penetranz aufweisen (Sherrington et al. 1996) und FAD vor allem in
einer Gruppe Wolga-Deutscher Familien induzieren (Levy-Lahad et al. 1995; Review: s. Cruts et al.
1996).
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PS1/2 sind 467 bzw. 448 Aminosäuren große Polypeptide. Aufgrund der Primärstruktur wurden
jeweils 7-9 hydrophobe Transmembrandomänen vorausgesagt (Sherrington et al. 1995). Die
Untersuchung der Zugänglichkeit definierter PS1 Epitope nach Zellpermeabilisierung (Doan et al.
1996), sowie Untersuchungen zur Topologie des C. elegans Proteins SEL-12, einem Präsenilin-
homologen (Li und Greenwald, 1996), weisen auf eine Struktur mit jeweils 8 Transmembrandomänen
hin. Beide Proteine werden während ihrer Prozessierung konstitutiv endoproteolytisch gespalten. Eine
Reihe der bekannten PS1-Mutationen liegt im Bereich der Prozessierungsstelle. Die physiologischen
Funktionen der Präseniline sind bisher jedoch noch nicht bekannt. Neben initialen Vermutungen,
welche eine Rolle als Rezeptoren oder Ionenkanäle vorschlagen, scheint jedoch die vorwiegende
Lokalisation der Präseniline im endoplasmatischen Reticulum und z. T. im Golgi-Apparat die
Annahme einer Beteiligung an Proteintransport und -sortierung zu unterstützen (Kovacs et al. 1996).
PS1/PS2 besitzen eine hohe Homologie zu SEL-12, einem C. elegans Protein, das an der Signalüber-
tragung von LIN12/Notch-Rezeptoren beteiligt ist (Levitan und Greenwald, 1995). Reduzierte
Aktivität des C. elegans Proteins (sel-12 Phänotyp, gekennzeichnet durch Störungen des
Eizelltransportes) kann durch Expression humanen PS1/PS2 aufgehoben werden (Levitan et al. 1996).
Eine Reihe FAD-assoziierter Mutationen des PS1-Genes wiesen in diesem Assay jedoch verringerte
Aktivitäten auf, was auf eine funktionale Beeinträchtigung der Präsenilinfunktion in FAD hinweist.
Eine der wichtigsten und auch überraschendsten Beobachtungen liegt in der Beeinflussung der APP-
Prozessierung durch Präsenilin-Mutationen. Diese Mutationen erhöhen den Anteil des stärker
amyloidogenen Aβ(1-42). Dies wurde zunächst in Fibroblasten sowie im Plasma von PS-FAD-
Patienten beobachtet (Scheuner et al. 1996) und konnte auch in Experimenten mit kultivierten Zellen
sowie in transgenen Mäusen bestätigt werden (Borchelt et al. 1996; Duff et al. 1996; Citron et al.
1997). Eine der möglichen Ursachen dieser Beobachtung scheint in einer zellulären Kolokalisation
und direkten Interaktion von Präsenilinen und APP zu liegen, die durch mehrere Arbeitsgruppen
beschrieben wurde. Koimmunopräzipitation belegt eine Interaktion von unmaturiertem APP mit PS2
(Weidemann et al. 1997), während unter Nutzung des „Two-Hybrid“-Systems eine Bindung von APP
an PS1 beschrieben wurde (Waragai et al. 1997).
1.2.4.3 Das Mikrotubuli-assoziierte Protein τ
Das Mikrotubuli-assoziierte Protein τ wurde als Hauptbestandteil der PHFs in neurofibrillären
Tangles identifiziert (Goedert et al. 1988). Das Gen des humanen τ-Proteins liegt auf dem langen Arm
des Chromosoms 17. τ-Proteine werden entwicklungsabhängig in einem Muster aus 6 - durch alter-
natives Spleißen erzeugten - Isoformen exprimiert. Unter physiologischen Bedingungen stabilisieren
die löslichen τ-Proteine Mikrotubuli und sind unter anderem am axonalen Transport beteiligt.
Im Gehirn von Alzheimer-Patienten wurde eine abnorm hohe Phosphorylierung des τ-Proteins
festgestellt, was auf ein gestörtes Verhältnis von Proteinkinase- und Proteinphosphataseaktivitäten
hinweist. Dieses abnormal phosphorylierte τ ist nicht mehr in der Lage, an Mikrotubuli zu binden. An
dem Prozeß der Hyperphosphorylierung sind eine Reihe von Proteinkinasen, wie z. B. die mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAP-Kinase), beteiligt. Eine zusammenfassende Darstellung wird z. B. von
Goedert (1996b) gegeben.
Der gegenläufige Prozeß, die Dephosphorylierung von τ, wird vor allem durch die Proteinphosphatase
2A katalysiert. Dies konnte sowohl in vitro als auch unter in vivo-Bedingungen gezeigt werden. So
führt z. B. die Hemmung der Proteinphosphatase mit Okadainsäure in neuronalen Kulturen zur
Bildung abnormal phosphorylierten τ-Proteins. Nach chronischer Applikation von Okadainsäure in
den cerebralen Cortex von Ratten konnte die Bildung hyperphosphorylierten τ-Proteins beobachtet
werden (Arendt et al. 1995, 1998).
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Der Prozeß, welcher zur Bildung unlöslicher und proteaseresistenter „paired helical filaments“ führt,
ist jedoch noch nicht verstanden. Diese Präzipitate können in Axonen und Dendriten akkumulieren
und dadurch möglicherweise neuronale Funktionen, wie den axonalen Transport, unterbinden und so
zum Zelluntergang führen. In vitro konnte gezeigt werden, daß hochgeladene Kohlenhydrate wie
Heparin und Heparansulfat die Filamentbildung katalysieren können (Goedert et al. 1996a).
Eine Störung des Proteinkinase/Proteinphosphatasegleichgewichtes könnte auch im Zusammenhang
mit Regenerationsversuchen einzelner Zellpopulationen bzw. einem Versuch bestimmter neuronaler
Zellen, wieder in den Zellzyklus einzutreten, stehen, da die Steuerung der Zellzyklusphasen im
wesentlichen durch Phosphorylierungsereignisse erfolgt. Dementsprechend wurde die Expression von
Markern der Zellproliferation und des Zellzyklus im Gehirn von AD-Patienten beobachtet (Arendt et
al. 1996; Nagy et al. 1997a, b).
1.3 Die Suche nach Modellsystemen
Zur Aufklärung von pathogenetischen Mechanismen der Alzheimerschen Erkrankung und zur Testung
therapeutischer oder präventiver Strategien sind Tiermodelle unverzichtbar. So stand mit dem Beginn
der molekularen Alzheimerforschung auch die Suche nach geeigneten Modellsystemen im
Vordergrund. Neben einer Vielzahl von in vitro-Modellsystemen, die unterschiedlichste transfizierte
und untransfizierte Zellinien nutzen, sind jedoch auch in vivo Tiermodelle sowie geeignete primär
kultivierte Zellen notwendig.
1.3.1 Primaten
Verschiedene Primaten entwickeln altersabhängig Ablagerungen von Aβ-Peptiden, senile Plaques
sowie cerebrale Angiopathien. Dazu gehören z. B. Urang-Utan (Pongo pygmaeus) sowie Rhesusaffen
(Macaca mulatta) mit AD-ähnlichen senilen Plaques (Selkoe et al. 1987; Martin et al. 1991; Gearing
et al. 1997), Javaneraffen (Macaca fascicularis) mit cerebraler Angiopathie (Levy et al. 1995) sowie
Lemuren (Plaques und Tangles beim Mausmaki (Microcebus murinus) Bons et al. 1992;
Giannakopoulos et al. 1997). Diese Tiere zeigen teilweise auch Beeinträchtigungen kognitiver und
Gedächtnisfunktionen (zusammengefaßt bei Price et al. (1991) sowie Price und Sisodia (1994)). Da
zudem, soweit bekannt, Primaten zum Menschen identische Aβ-Sequenzen besitzen (Podlisny et al.
1991), sollten diese Tiere als Modellorganismen geeignet sein. Jedoch sind mit dem Einsatz von
Primaten als Versuchstiere eine Reihe von ethischen und organisatorischen Problemen verbunden,
welche die Nutzung dieser Tiere für breite Anwendungen von vornherein nahezu ausschließen.
1.3.2 Nagetiere
Bisher sind keine Beobachtungen bekannt, welche die Entwicklung einer Amyloidpathologie in
normalen oder gealterten Gehirnen von Nagetieren (Mäuse, Ratten) beschreiben (Johnstone et al.
1991; Joachim und Selkoe, 1992).
Trisomie-16 Mäuse, die ein Maus-Modell des Down-Syndroms darstellen, wurden zeitweise als ein
mögliches Tiermodell im Zusammenhang mit AD diskutiert (zusammengefaßt z. B. von Coyle et al.
1988). Diese Tiere sind jedoch postnatal nicht lebensfähig, sie zeigen embryonal allerdings eine
deutlich über den Gen-Dosis-Effekt der Trisomie hinaus erhöhte APP-Expression (Holtzman et al.
1992). Die Eignung eines beschriebenen Transplantationsmodells trisomischen Gewebes (Richards et
al. 1990, 1991) wurde jedoch von anderen Autoren nicht bestätigt (Stoll et al. 1993).
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Transgene Nagetiere
Frühe Versuche zur Erzeugung einer Amyloidpathologie in APP- oder Aβ-transgenen Tieren blieben
lange Zeit erfolglos. Spektakuläre Befunde hinsichtlich einer AD-ähnlichen Pathologie mußten nach
Veröffentlichung wieder zurückgezogen werden (Kawabata et al. 1991; 1992). 
Erst in jüngerer Zeit konnten deutliche Fortschritte in der Entwicklung transgener Modelle erzielt
werden. Besondere Beachtung verdienen dabei die sog. PDAPP-Maus (Games et al. 1995) sowie
APP cDNA-Transgene mit Schwedischer Mutation (Hsiao et al. 1996). Diese Tiere entwickeln eine
deutlich ausgeprägte Amyloidpathologie, jedoch wurden bisher keine neurofibrillären Veränderungen
gefunden. In jüngster Zeit berichteten mehrere Gruppen über doppeltransgene Mäuse, in denen
jeweils PS1-Mutationen und APPswe exprimiert werden. Diese Tiere zeigen starke und schnelle
Amyloidablagerungen (Holcomb et al. 1998; Borchelt et al. 1997). Andere aktuelle Entwicklungen
transgener Tiere mit APP- /APP-Fragment-Konstrukten sowie anderen AD-assoziierten Genen sind in
Tab. 1-3 zusammengefaßt.
Tab. 1-3: Übersicht verschiedener Versuchsansätze zur Erzeugung einer partiellen AD-Pathologie in
transgenen Tieren
Konstrukt (Promotor/Gen) pathologische Veränderungen Quelle
NF-L/Aβ (murin) Neurodegeneration, Apoptose, keine
Plaques oder neurofibrillären
Veränderungen
LaFerla et al. 1995
PDGF-ß/APP Minigen V717F Amyloid-Plaques, Gliose Games et al. 1995; Masliah
et al. 1996
PrP/APP KM670/671NL Tg(2576) Amyloid-Plaques, Gliose,
Verhaltensveränderungen
Hsiao et al. 1996
Thy-I/APP mutiert an
α-Sekretaseschnittstelle
veränderte Hirnmorphologie, vorzeitiger
Tod
Moechars et al. 1996
APP-YAC keine Lamb et al. 1993
APP-YAC keine Pearson und Choi, 1993
Thy-1/τ keine Götz et al. 1995
APP knock out anatomische und Verhaltensänderungen Müller et al. 1994
APP knock out keine Zheng et al. 1995
ApoE knock out cholinerge Defizite, keine
Amyloidpathologie
Genis et al. 1995; Gordon et
al. 1995
APP ko/ki (Humanisierung der
Maus Aβ-Region)
keine Reaume et al. 1996
PDGF-ß/PS1 Aβ(1-42)- Erhöhung Duff et al. 1996
PrP-PS1 X PrP/APP
KM670/671NL
Aβ(1-42)- Erhöhung Citron et al. 1997
NF-L/APP C104 Extrazelluläre Aβ-Immunreaktivität,
Mikrogliaaktivierung, Gliose, Neuronen-
verlust
Nalbantoglu et al. 1997
Thy-1(human)-
APP751swe/LoV717I
Thy-1(murin)-APP751swe
diffuse Amyloid-Plaques, wenige
neuritische Plaques, hyperphosphoryliertes
τ; Gliose
Sturchler-Pierrat et al. 1997
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Dabei zeigte sich jedoch, daß vor dem zellbiologischen und biochemischen Hintergrund von Nagern
offensichtlich eine APP-Überexpression (gekoppelt mit FAD-Mutationen des APP-Gens) notwendig
erscheint, um eine Amyloidpathologie zu erzeugen (s. Sturchler-Pierrat et al. 1997). Inwiefern dies
auf eine veränderte Struktur oder Expression der an der Prozessierung beteiligten Enzyme (Proteasen)
zurückzuführen ist, kann derzeit nicht beantwortet werden. Stammspezifische Unterschiede scheinen
dabei eine wichtige Rolle zu spielen. So führte die transgene APP-Expression in FVB/N-
Inzuchtmäusen zu vorzeitigem Tod und neurologischen Veränderungen, die aber auch in nicht-
transgenen Mäusen beobachtet werden konnten (Hsiao et al. 1995).
1.3.3 Andere Tierarten
In einer Reihe anderer Säugetierarten wurden amyloidähnliche Ablagerungen gefunden (Tab. 1-4).
Nur in Ausnahmefällen konnten auch neurofibrilläre Veränderungen festgestellt werden.
Tab. 1-4: AD-ähnliche Veränderungen in alten Tieren verschiedener Säugetierarten
Tierart Beobachtung Quelle
Amerikanischer Vielfraß
(Gulo gulo)
Amyloidpathologie und
neurofibrilläre Veränderungen
Roertgen et al. 1996
Schaf (Ovis aries) neurofibrilläre Veränderungen Nelson et al. 1996
Hund (Canis lupus familiaris) Plaques, kongophile Angiopathie Cummings et al. 1993;
Cummings et al. 1996a, c;
Johnson et al. 1996
Eisbär (Ursus maritimus) cortikale und mikrovaskuläre
Amyloidablagerungen
Selkoe et al. 1987
Katze (Felis silvestris) Amyloidablagerungen
Aβ(1-42)
Cummings et al. 1996c
Meerschweinchen (Cavia sp.) „Plaque-ähnliche“ Strukturen Perusini, 1910
Guanako (Lama guanikoe) cerebrale Amyloidablagerung Härtig et al., 1997;
unveröffentlichte Beobachtungen
Schneeleopard (Uncia uncia) Amyloidablagerungen
Soweit bisher bekannt ist, weisen alle untersuchten Spezies, in denen bisher eine Amyloidpathologie
nachgewiesen werden konnte, eine humanidentische Aβ-Sequenz auf (Johnstone et al. 1991).
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1.4 Frage- und Aufgabenstellung
Die vorliegende Arbeit untersucht die Eigenschaften und Prozessierung des Amyloidvorläuferproteins
und die Bildung von Aβ-Peptiden unter physiologischen Bedingungen anhand eines bisher kaum im
Rahmen der Alzheimer- bzw. Amyloid-Forschung genutzten Labortieres, des Meerschweinchens.
Ausgehend von Befunden von Johnstone et al. (1991), welche die Sequenzidentität des Aβ-Peptides
des Meerschweinchens zu humanem Aβ zeigen, sollte eine umfassende molekulare Charakterisierung
hinsichtlich der APP cDNA-Sequenz, des alternativen Spleißens sowie der gewebe- und zelltyp-
spezifischen APP-Expression erfolgen. Im weiteren sollte die Prozessierung des Meerschweinchen-
APP in vitro in verschiedenen zellulären Systemen sowie in vivo detailliert charakterisiert werden.
Im Einzelnen wurden dazu die folgenden Komplexe bearbeitet:
1) cDNA-Klonierung und -Sequenzierung, Charakterisierung der APP-Expression und des
alternativen Spleißens in Meerschweinchengeweben
2) Heterologe Expression der klonierten cDNA in pro- und eukaryontischen Zellsystemen,
Charakterisierung der APP-Prozessierung in humanen Zellinien
3) Etablierung eines primären Zellkultursystems und Charakterisierung der APP-Prozessierung
in primären Zellen in vitro; Beeinflussung der APP-Prozessierung in diesem System
4) Charakterisierung der APP-Prozessierung in vivo durch Nachweis von APP-Prozessierungs-
produkten in der Cerebrospinalflüssigkeit
Durch diese Arbeit soll ein Beitrag zur Etablierung und Charakterisierung eines nicht auf
Transfektions- oder Transgentechnologien beruhenden Modellsystems zur Untersuchung und
Beeinflussung der Bildung von humananalogen Aβ-Peptiden unter angenähert physiologischen
Bedingungen geleistet werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Antikörper
Alle Standardchemikalien (Salze, Puffersubstanzen, Lösungsmittel) wurden von den Firmen Merck
(Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Fluka (Neu-Ulm) und Roth (Karlsruhe) in größtmöglicher Reinheit
(p.a. bzw. „molecular biology grade“) bezogen. Weitere Chemikalien sowie Enzyme und Kits wurden
von den folgenden Herstellern bezogen:
AGS Heidelberg Agarose Qualex Gold, Ultraspec™ / RNAClean RNA Isolationsreagenzien
Ambion MAXI ScriptTM in vitro-Transcription Kits
Biometra PrimeZyme
TM
 Thermus brockianus DNA-Polymerase und  dNTPs
Biozym EasyPure Gelextraktionskit
Boehringer Mannheim CompleteTM Proteaseinhibitoren, tRNA aus Saccharomyces bzw. E. coli,
DIG DNA Labeling and Detection Kit, Cytotoxicity Detection Kit,
Cell Death Detection ELISA, Expand High Fidelity PCR System
DuPont NEN Radiochemikalien
(α32P-CTP; 800 Ci/mmol; 20 µCi/µl; γ33P-ATP; >2000 Ci/mmol; 10 µCi/µl;
α-32P dATP; 1200 Ci/mmol; 12,5 µCi/µl; α33P dATP; 2000 Ci/mmol;
10 µCi/µl; [35S]-L-Methionin; 1175 Ci/mmol; 11 µCi/µl)
Gibco BRL Medien, Seren und Supplemente für die Zellkultur, Gentamycin, Lipofektin,
3’- und 5’-RACE System; SuperscriptTM Reverse Transkriptase
Molecular Probes PicoGreen®, dsDNA Quantitation Reagent
New England Biolabs Restriktionsendonucleasen und modifizierende Enzyme
Peninsula Laboratories Amyloid-Peptide Aβ(1-40), (1-42)
Perkin Elmer /Applied
Biosystems
ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
Pharmacia Cycle Sequencing Kit; QuickPrep mRNA Isolierungskit, Dextranblau
Pierce SuperSignal ™ Chemilumineszenzsubstrat
Qiagen QIAGEN Plasmid Kits; QIAquick-spin PCR Purification Kit
RNeasy Total RNA Kit, Oligotex mRNA Kit
RBI Okadainsäure
Roth Phenol (TE-äquilibriert), Acrylamidstammlösungen Rotiphorese-Gel 30/ Gel
40, Hefe-Extrakt, Pepton aus Casein, IPTG, X-Gal, TEMED,
Ammoniumpersulfat, Ampicillin
Sigma Mineralöl, DEPC, Heringssperma-DNA, Extravidin®, Protein A-Sepharose,
Zellkultursupplemente, Kaninchen-Normalserum; Triton X-100, Tween 20,
NP 40
Stratagene Opti-Prime PCR Optimization Kit; pCR-Script Cloning Kit
TaKaRa DNA-Ligation Kit
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Antikörper
Bezeichnung Antigen/Referenz Bezugsquelle/erhalten von:
A: Monoklonale Antikörper
Anti-APP A4 / 22C11 APP-N-Terminus (Weidemann et al. 1989;
Hilbich et al. 1993)
Boehringer Mannheim
Anti-APP695 / LN27 APP-N-Terminus (Arai et al. 1990; 1991) Zymed
Anti-Aβ: 1E8, 2E8, 8H6 Aβ Aminosäuren 4-8 (Mönning, 1997;
persönliche Mitteilung)
Schering AG
Anti-Aβ  4G8 Aβ Aminosäuren 18-24 (Kim et al. 1988) Senetek PLC, Maryland
Anti-Neurofilament / SMI-
31, SMI-32
Neurofilamente phosphoryliert
SMI31/unphosphoryliert SMI32
Sternberger Monoclonals
anti-MAP-2 / HM-2 MAP-2 (Ratte) Sigma
B: polyklonale Kaninchenantiseren
A4CT APP C-Terminus (AS 670-770) Dr. U. Mönning, Schering AG
a-695-pc-3/ a-695-pc-4
anti-Stathmin
APP 695 (AS 280-295)
Stathmin (p19)
Dr. M. Holzer, PFI, Abt.
Neuroanatomie
anti-GFAP GFAP (Rind) Dako
anti-NSE NSE (human) Immunotech
Anti-Maus Maus IgG DAKO
C: markierte sekundäre Antikörper
Ziege anti-Maus IgG
Ziege anti-Kaninchen IgG
Meerrettich-
Peroxidase
Pierce
Schaf-anti-Maus IgG, Esel-anti-Kaninchen-IgG
Ziege-anti-Maus/anti-Kaninchen-IgG (Fluorolink®)
Biotin
Cy2TM/Cy3TM
Amersham
2.1.2 Nucleinsäuren
Klonierungs- und Expressionsvektoren
- pT3T7BM Boehringer Mannheim
- pCR-ScriptTM SK(+) Stratagene
- pZERO 2, pCEP4 Invitrogen
Plasmid-Konstrukte
Bezeichnung Insert Vektor zur Verfügung gestellt von:
pSP65-APP 770, 695 SmaI-Fragment humaner APP
cDNA
pSP65 AG Beyreuther, Zentrum für
molekulare Biologie der
Universität Heidelberg
pCEP4-695 Human-APP 695 Leserahmen pCEP4 Dr. U. Mönning und Dr. T.
Dyrks, Schering AG
pTRI Actin Maus 140 bp Fragment Maus β-Actin pTRI Ambion
Die Restriktionskarten der genutzten Vektoren sind im Anhang dargestellt (Anlage 1).
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Oligonucleotide
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle genutzten Oligonucleotide durch Festphasensynthese nach
der β-Cyanoethylphosphoramiditmethode mittels Oligonucleotidsynthesizer (Gene Assembler Plus,
Pharmacia) im 0,2 µmol Maßstab hergestellt (Dr. M. Bigl, Universität Leipzig, Institut für Biochemie).
Die Sequenzen der genutzten Oligonucleotide sind in Tab. 2-1 zusammengefaßt. Die Nomenklatur der
in dieser Arbeit genutzten APP-Primer entspricht dabei dem folgenden Schema:
sm 629
s - sense (oberer) Primer, a -antisense (unterer) Primer
Speziesspezifität:
h - human, m - Maus, r- Ratte, g - Meerschweinchen, x - h+m+r, w - „wobble“ (mehrere Sequenzen)
Position des 5’-Endes des Primers auf der APP 770 cDNA (Numerierung entsprechend Abb.: 3-6)
Tab. 2-1: Sequenzen der genutzten Oligonucleotide (jeweils 5’ 3’)
APP-Primer
sw008 CC(G/A) G(T/C)T TGG CAC TGC TCC TG 20-mer
srm036 CCT GGA CGG TTC GGG CTC TGG 21-mer
ax093 CCA GCA GGC CAG CAT TAC C 19-mer
ax0164 ATC CCA CTT CCC ATT CTG 18-mer
sh1495 CGC GCA GAA CAG AAG GAC AG 20-mer
ag2135 TGA CAA CGC CAC CGA CCA T 19-mer
ah2246 AGG TGG CGC TCC TCT GGG GTG 21-mer
sr841 GAG TCT GTG GAG GAG GTA GTC C 22-mer
ax1810 CAT TCA CGG GAA GGA GCT CCA C 22-mer
ar1970 CTT CTG TCT TGA TGT TTG TCA ACC 24-mer
sm629 GGG TTG GAG CGG ACA CAG ACT ACG 24-mer
am1886 CTT CAT TTT CGG TAT TGG CTG GCA 24-mer
ag1150 CAC CAG GGG TCT CGA GAT ACT TGT C 25-mer
sg2015 ATG CAG AAT TCC GAC ATG ACT CAG 24-mer
ag2719 TCC CCA TCG ATT TTT AAA GCG TAT T 25-mer
sg -085 GCG GCG ACT CGG GCA GAC CA 20-mer
andere Primer
GAP-2 CCA GTG AGC TTC CCG TTC AGC 21-mer
GAP-1 CTT CAC CAC CAT GGA GAA GGC 21-mer
Sequenzierprimer
T3-seq AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG 20-mer
T7-seq TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 20-mer
SP6-seq
(modifiziert für
pZERO)
AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA G 22-mer
M13 -21  (ABI) TGT AAA ACG ACG GCC AGT 18-mer
cDNA-Synthese Adapterprimer
NotI-dT
(Pharmacia)
AAC TGG AAG AAT TCG CGG CCG CAG GAA T18
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2.1.3 Molekulargewichtsmarker
Nucleinsäuren
- 123 bp-Leiter Gibco BRL
- Lambda-DNA, HindIII/EcoRI hydrolysiert AGS
- RNA Century Marker Template Set Ambion
- RNA-Molekulargewichtsmarker Promega
Protein
- 10 kDa-Leiter (10 - 120 kDa) Gibco BRL
- SDS-Molekulargewichtsmarker 2,5-17 kDa Sigma
- [14C]-methylierte Proteinstandards 2-30 kDa; 14-200 kDa Amersham
2.1.4 Kulturmedien
Bakterienmedien:
LB-Medium: 1 % Trypton
0,5 % Hefe Extrakt
0,5 % NaCl pH 7,5
1,2 % Agar (für Platten)
Selektivmedium LBAmp: LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin
Selektivmedium LBKan: LB-Medium mit 50 µg/ml Kanamycin
SOC-Medium: 2 % Trypton
0,5 % Hefe Extrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl2
10 mM MgSO4
20 mM Glucose
GYT-Medium 10 % Glycerol
(Tung und Chow, 1995) 0,125 % Hefeextrakt
0,25 % Trypton
Medien zur Kultivierung eukaryontischer Zellen:
SY5Y-Medium: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / 
Nährstoffmischung F 12 (DMEM/F12) mit
15 mM HEPES
2 mM L-Glutamin
0,2 % Glucose
20 % FKS (fötales Kälberserum)
1× Nichtessentielle Aminosäuren (Gibco)
Antibiotika (Endkonzentration): 50 µg/ml Gentamycin
zur Selektion transformierter Zellinien: 300 µg/ml Hygromycin B (pCEP-Konstrukte)
Erhaltungsmedium für Primärkulturen: DMEM/F12 (s.o.) mit:
2,5 mM L-Glutamin
0,5 % Glucose
50 µg/ml Gentamycin
5 % Kälberserum
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Explantatmedium für Primärkulturen: wie Erhaltungsmedium, jedoch 15 % Kälberserum
Definiertes Medium für Aβ-Akkumulation: DMEM-F12, ergänzt mit
0,2 % Glucose
1× ITS - Konzentrat (Sigma)
Definiertes Medium auf der Basis von
Neurobasal-Medium: Neurobasal-Medium (Gibco) mit
0,5 mM L-Glutamin und
1× Supplement N2 (Gibco)
2.1.5 Biologisches Material
Escherichia coli
Alle genutzten Laborstämme sind Derivate von E. coli K12:
Stamm Genotyp Anwendung
TG2
(Gibson, 1984)
(lac-pro) thi supE hsdR hsdM recA F'(traD36
proA+B+ lacIq lacZ∆M15)
allgemeine Subklonierungen,
LacZ-Fusionsexpression
XL-1 Blue
MRF’ Kan
(Stratagene)
supE44, hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi lac
F’[proA+B+ lacIq lacZ∆M15 Tn10 (tetR)]
pCR-Script und allgemeine
Klonierungen
Top10 F’ F’{lacIq TerR} mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)
∅80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 araD139
∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG
Klonierungen mit pZERO
Zellinie SH-SY5Y
Diese Zellen stellen eine Sublinie der humanen Neuroblastom-Zellinie SK-N-SH dar, welche 1970 aus
einer Knochenmarksbiopsie eines 4-jährigen Mädchens mit metastasierendem Neuroblastom etabliert
wurde (Biedler et al. 1973). Nichttransfizierte SY5Y-Zellen sowie eine mit dem Konstrukt pCEP-
SPA4CT (Dyrks et al. 1993a) transfizierte SY5Y-Zellinie wurden freundlicherweise von Frau Dr. U.
Mönning (Schering AG, Berlin) zur Verfügung gestellt.
Tiere
Alle genutzten Meerschweinchen (Cavia porcellus; wildfarbene Stämme) wurden vom Medizinisch-
Experimentellen Zentrum der Universität Leipzig zur Verfügung gestellt. Für die Anlage von
Zellkulturen standen Tiere in definierten Trächtigkeitsstadien zur Verfügung.
2.1.6 Häufig genutzte Reagenzien und Puffer
Zum Ansatz aller Lösungen und Puffer wurde Reinstwasser (Millipore MilliQ) benutzt.
- 1× TBE-Elektrophoresepuffer: 89 mM Tris/Borat
2 mM EDTA pH ca. 8,5
- 1× TAE-Elektrophoresepuffer: 40 mM Tris/Acetat
2 mM EDTA pH ca. 8,5
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- 1× MOPS-Puffer: 20 mM MOPS
5 mM Na-Acetat
1 mM EDTA pH 7,0
- Probenpuffer für Agarosegele: 50 % Glycerol
1 mM EDTA
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
- Formamid-Probenpuffer: 80 % Formamid
0,1 % Xylencyanol
0,1 % Bromphenolblau
2 mM EDTA
- Ethidiumbromidstammlösung: 10 mg/ml in H2O
- TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl
1 mM EDTA pH 8,0
- 1× PBS: 10 mM Na-Phosphat pH 7,4
150 mM NaCl
- 20× SSC: 3,0 M NaCl
0,3 M Na-Citrat pH 7,0
- 20× SSPE 3,0 M NaCl
0,2 M NaH2PO4
0,02 M EDTA pH 7,4
- 1× TBS 10 mM Tris/HCl pH 7,4
150 mM NaCl
- TBST / TBST1/2 TBS mit 0,1 % / 0,05 % Tween 20
- 50× Denhardt’s Lösung: 1 % Polyvinylpyrrolidon
1 % Ficoll 400
1 % RSA
Alle darüber hinaus genutzten Puffer und Lösungen sind im Zusammenhang mit ihrer Anwendung
unter 2.2 beschrieben.
Vorbehandlung von Wasser und Puffern für die Arbeit mit RNA
Reinstwasser sowie Lösungen und Puffer für die Arbeit mit RNA (mit Ausnahme primärer Amine, wie
z. B. Tris-haltige Puffer und MOPS-Puffer) wurden zur Inaktivierung von RNasen mit dem
alkylierenden Agens DEPC behandelt (0,1 % DEPC, Inkubation über Nacht unter Rühren bei Raum-
temperatur) und anschließend autoklaviert (30 min bei 121 °C).
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2.2 Gewebegewinnung und Zellkultur-Techniken
2.2.1 Gewebegewinnung
Die für die nachfolgenden Versuche benötigten Meerschweinchengewebe wurden nach Dekapitation
der Tiere unter tiefer Ethernarkose entnommen. Die zur RNA-Präparation bestimmten Organe wurden
portioniert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Für
die Entnahme von Embryonen zur Anlage von Zellkulturen wurden die Tiere durch Überstreckung
getötet.
Alle Tötungen wurden der zuständigen Aufsichtsbehörde (Regierungspräsidium Leipzig) angezeigt und
durch entsprechend autorisierte Personen ausgeführt.
2.2.2 Anlage und Kultivierung primärer „mixed brain“-Kulturen
Neuronal angereicherte Primärkulturen wurden aus embryonalem Hirngewebe am Embryonaltag 22-25
entsprechend bekannter Standardprotokolle (Shahar et al. 1989) angelegt. Die aus den Uterushörnern
freipräparierten Embryonen wurden in einer mit PBS gefüllten Petrischale gesammelt. Unter dem
Stereomikroskop wurde das Telencephalon präpariert, von den Hirnhäuten befreit und in PBS mit
1,0 g/l Glucose und 50 µg/ml Gentamycin gesammelt. Die Zellen wurden durch milde Trypsinierung
vereinzelt (0,12 % Trypsin-EDTA Lösung (Gibco, 1:250); mit 1,0 g/l Glucose, 10 µg/ml DNase und
50 µg/ml Gentamycin). Nach 10 min Inkubation bei 37 °C wurde zur Inhibition des Trypsins
Kälberserum bis zu einer Endkonzentration von 10 % zugegeben. Die Gewebesuspension wurde in
einer Pasteurpipette aufgenommen und durch ein Edelstahlsieb (80 µm Porengröße, Sigma) gefiltert.
Die Zellsuspension wurde für 5 min bei 900× g zentrifugiert und das Zellpellet in Explantatmedium
resuspendiert. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde gezählt und die Zellen anschließend in einer
Dichte von ca. 2× 105 Zellen/cm2 in mit Poly-L-Lysin beschichtete Kulturgefäße ausgesät
(Beschichtung mit 20 µg/ml Poly-L-Lysin in H2O für 1 h bei Raumtemperatur). Als Kulturgefäße
wurden Petrischalen (Durchmesser 60 mm oder 35 mm, TC-Qualität, Greiner) bzw. gekammerte
Objektträger (Nunc) genutzt.
Nach einem Kulturtag wurde das Explantatmedium durch Erhaltungsmedium ersetzt, welches im
weiteren im Abstand von 4 bis 5 Tagen erneuert wurde. Kurzzeitig (maximal 4-5 Tage) wurden die
Zellen in chemisch definiertem Medium mit einem reduzierten Serumgehalt zwischen 0,1 % und 1 %
kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C in CO2-angereicherter (3 %) Atmosphäre (Brutschank IG
150, Jouan München). Unter diesen Bedingungen waren die Kulturen für mehrere Wochen stabil.
2.2.3 Kultivierung und Transfektion von SY5Y-Zellinien
Die Kultur von SY5Y-Zellen erfolgte in Petrischalen oder Kulturflaschen (Greiner) in DMEM/F12-
Medium mit 20 % FKS (2.1.4). Bei der Verdopplungszeit der Zellen von ca. 44 h war eine
Subkultivierung 1-2× pro Woche notwendig, wenn die Zellen nahezu Konfluenz erreicht hatten und
begannen, Aggregate zu bilden. Dazu wurden die zunächst mit PBS gespülten Kulturen mit auf 37 °C
erwärmter Trypsin-EDTA-Lösung (Gibco) für ca. 1-2 min behandelt. Nachdem sich der Zellrasen
deutlich sichtbar abgelöst hatte, wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium abgestoppt und die
Zellen durch Zentrifugation (900×; 8 min ; 3K15, Sigma) gesammelt. Das Zellpellet wurde in 2 ml
Kulturmedium resuspendiert und in vorbereitete Gefäße verteilt.
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Transfektion
Die Transfektion von SY5Y-Zellen erfolgte unter Nutzung von Lipofektin (Gibco) entsprechend der
Herstellerempfehlung. Pro Kulturschale (6 cm Durchmesser) wurden 10-20 µg DNA gemischt mit
40 µl Lipofektinreagens eingesetzt. Die Selektion erfolgte über einen Zeitraum von 1-2 Wochen bei
einer Hygromycinkonzentration von 400 µg/ml, nach dieser Zeit wurde mit 300 µg/ml weiter kultiviert.
Die Kontrolle der Zellinien auf Anwesenheit der Konstrukte erfolgte durch eine DNA-Präparation,
gefolgt durch den Nachweis des APP cDNA-Inserts mittels PCR.
2.2.4 Metabolische Markierung von Zellen mit 35S-Methionin
Die Zellen wurden zunächst für 1-2 h einer Vorinkubation in methioninfreiem Medium (DMEM/F12
-Met) unterzogen, anschließend wurde das Medium gewechselt, mit ca. 300 µCi 35S-Methionin pro
5×106 Zellen (2,5 ml Medium) versetzt und für weitere 3-4 h inkubiert. Nachfolgend wurden
Kulturmedium und Zellen wie unter 2.7.1 beschrieben aufgearbeitet.
2.2.5 Bestimmung apoptotischer Zellen und Cytotoxizitätsmessung
Die Bestimmung apoptotischer Zellen erfolgte durch Messung der DNA-Fragmentierung im Cell Death
ELISA (Boehringer Mannheim) entsprechend der Herstellerangaben. Zur Messung freigesetzter LDH-
Aktivität in Zellkulturmedien als Maß einer cytotoxischen Zellschädigung wurde nach den Hersteller-
protokollen des Cytotoxicity Detection Kit (Boehringer Mannheim) gearbeitet.
2.3 Mikrobiologische Techniken
Allgemeine mikrobiologische Arbeiten (Stammhaltung, Kultivierung von Agar- und Flüssigkulturen,
Sterilisationstechniken, Behandlung mikrobiologischer Abfälle etc.) erfolgten entsprechend etablierter
Techniken und werden hier nicht gesondert beschrieben.
2.3.1 Präparation und Transformation chemisch kompetenter Zellen
MgSO4-Kulturmedium: LB-Medium mit
10 mM MgSO4
0,2 % Glucose
Lagerungslösung: LB-Medium mit
72 % (w/v) Glycerol
24 % (w/v) PEG 6000
24 mM MgSO4
Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach der MgSO4-Methode (Nishimura, 1990). Eine
100 ml-Flüssigkultur (Midlog-Phase, OD600 ca. 1) des entsprechenden E. coli Stammes in MgSO4-
Kulturmedium wurde 10 min auf Eis gekühlt und die Zellen anschließend durch Zentrifugation geerntet
(10 min bei 1500× g, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 1 ml kaltem MgSO4-Kulturmedium aufgenommen
und mit 5 ml vorgekühlter Lagerungslösung versetzt. Die Zellsuspension wurde in Aliquoten zu 100 µl
bei -80 °C gelagert.
Zur Transformation wurden 100 µl Zellsuspension auf Eis mit maximal ca. 50 ng DNA vermischt und
für 15 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einem Hitzeschock bei 42 °C für genau 60 sec
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ausgesetzt. Nach weiteren 15 min Inkubation auf Eis wurde 1 ml steriles LB-Medium zugegeben, 15
bis 60 min zur Expression der Antibiotikaresistenzen bei 37 °C inkubiert und anschließend zunächst
100 µl Transformationsmix auf LB-Agar (mit dem entsprechenden Antibiotikum) ausplattiert. Zur
Blau-Weiß-Selektion rekombinanter Klone wurden die Platten (9 cm Petrischalen) vor dem Aufbringen
der Zellen mit je 50 µl X-Gal (2 % in Dimethylformamid) und IPTG (2 % in H2O) behandelt. Die
restlichen Zellen wurden durch kurze Zentrifugation gesammelt, der Überstand bis auf 100 µl
abgesaugt, die Zellen resuspendiert und ebenfalls auf LB-Selektionsmedium plattiert. Die Platten
wurden gewöhnlich über Nacht bei 37 °C im Brutschrank (BD-53, Binder) inkubiert.
2.3.2 Transformation von E. coli durch Elektroporation
Präparation elektrokompetenter Zellen
Eine 500 ml LB-Flüssigkultur des entsprechenden E. coli-Stammes wurde bis zum Erreichen einer
OD600 von ca. 0,5 bis 0,7 inkubiert (37 °C, Umluftinkubator, New Brunswick Scientific). Die Zellen
wurden 30 min auf Eis gekühlt und durch Zentrifugation geerntet. Nach mehreren Waschschritten (4×)
mit je 50 ml kaltem 10 %igen Glycerol, um das Medium von den Zellen zu entfernen und die
elektrische Leitfähigkeit der Suspension zu verringern, wurde das Zellpellet in 1 ml kaltem GYT-
Medium (2.1.4) resuspendiert (Tung und Chow, 1995). Die Zellsuspension wurde in 50 µl-Aliquoten
bei -80 °C gelagert.
Elektroporation
Zur Transformation wurde ein Gene Pulser II (Bio-Rad) mit Pulse Controller II mit den Einstellungen
1,8 kV, 25 µF, 200 Ω (für 0,1 cm Küvetten) bzw. 2,5 kV, 25 µF, 200 Ω (für 0,2 cm Küvetten) genutzt.
50 µl elektrokompetente E. coli Zellen (im Regelfall TG2; 2.3.1) wurden mit 1-5 µl DNA (in TE-
Puffer) gemischt und in vorgekühlte Gene Pulser-Küvetten überführt. Nach dem Puls wurde sofort 1 ml
kaltes SOC-Medium zugegeben, die Zellsuspension in sterile 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt und bei
37 °C für ca. 1 h im Thermomixer (Eppendorf 5436) unter leichtem Schütteln inkubiert. Das
Ausplattieren auf Selektionsmedium erfolgte wie zuvor beschrieben.
2.3.3 Screening rekombinanter Klone
Restriktionscreening
Mit durch Blau-Weiß-Selektion identifizierten rekombinanten Klonen wurden jeweils 2 ml Flüssig-
kulturen in Selektivmedium beimpft. Nach Inkubation über Nacht bei 37 °C wurde durch Quick Screen
(2.6.1.2) Plasmid-DNA präpariert und durch Hydrolyse mit geeigneten Restriktasen analysiert. Positive
Klone wurden in einer 30 ml Kultur vermehrt, aus der das Plasmid im gewünschten Maßstab präpariert
wurde.
PCR-Screening (Clackson et al. 1990)
Vor dem Beimpfen einer 2 ml LBAmp Kultur wurden wenige Zellen mittels eines sterilen Zahn-
stochers in einen 20 µl PCR-Ansatz (2.6.5) überführt. Nach Überschichten mit Mineralöl erfolgte die
PCR unter Standardbedingungen. Zur Amplifizierung wurden sowohl insert- als auch vektorspezifische
(z. B. T3/T7-Sequenzierprimer) Primer genutzt, wobei unter Verwendung geeigneter Primerpaare
direkt die Länge, Identität und Orientierung eines eventuell im Plasmid vorhandenen Inserts bestimmt
werden kann.
Die 2 ml-Kultur kann sofort zur Mini-Plasmidpräparation oder als Vorkultur für eine Präparation in
größerem Maßstab benutzt werden.
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2.4 Allgemeine Nucleinsäure-Techniken
2.4.1 Phenol-Chloroform-Extraktion
Zur Entfernung von Proteinen aus Nucleinsäurelösungen wurden diese mit einem gleichen Volumen
eines Gemisches aus TE-gepuffertem Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und
kräftig gemischt. Nach Zentrifugation (3 min, 10000× g, Tischzentrifuge) wurde die wäßrige Phase
abgenommen und erneut wie beschrieben extrahiert. Zur Entfernung von Phenolresten erfolgte
anschließend eine Extraktion mit Chloroform. Die DNA bzw. RNA wurde wie im weiteren beschrieben
aus der wäßrigen Phase gefällt.
2.4.2 Fällung von Nucleinsäuren
Alkoholfällungen
Zur Fällung wurde die wäßrige Nucleinsäurelösung zunächst mit 1/10 Vol 3 M Na-Acetat-Lösung
(pH 5,2) versetzt und die DNA bzw. RNA anschließend mit 2-3 Vol kaltem 96 %igen Ethanol bzw.
1 Vol Isopropanol für mindestens 1 h bei -20 °C gefällt. Zur Sedimentation der Nucleinsäuren wurde
30 min zentrifugiert (25000× g, 4 °C, 3K30). Anschließend wurde das Pellet nacheinander mit
70 %igem und absolutem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in TE-Puffer (für DNA) bzw. DEPC-
H2O (für RNA) aufgenommen. Bei geringen DNA-Mengen (<1 µg) wurden ca. 20 µg Glykogen als
Träger der Fällung zugegeben.
PEG- Fällung
Reagens: 26,2 % PEG 8000
6,6 mM MgCl2
0,6 M Na-Acetat; pH 5,2
Diese Fällungsmethode wurde zur schnellen Reinigung von PCR-Produkten genutzt, da selektiv
längere DNA Fragmente (>100 bp) gefällt werden (Waterston et al. 1992). Die Proben wurden mit
1 Vol Fällungsreagens versetzt, kräftig gemischt, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und die DNA
wie oben beschrieben sedimentiert, gewaschen, getrocknet und aufgenommen.
2.4.3 Konzentrationsbestimmung
Spektrophotometrisch
Routinebestimmungen wurden spektrophotometrisch durch Messung der Absorption bei 260 und
280 nm (UltrospecIII, Pharmacia) durchgeführt, wobei folgende Extinktionskoeffizienten zur
Berechnung genutzt wurden:
A260 = 1 bei 1 cm Schichtdicke entspricht 50 µg/ml dsDNA, 40 µg/ml RNA bzw. ca. 33 µg/ml ssDNA-
Oligonucleotid.
Zur Abschätzung der Reinheit von Nucleinsäurepräparationen wurde das Verhältnis der Absorptionen
bei 260 und 280 nm bestimmt, welches für reine Präparationen A260/A280 ≥ 1,8 betragen sollte.
Fluorimetrische Methoden
Zur Bestimmung von DNA in Zell- oder Gewebelysaten wurde eine fluorimetrische Methode unter
Anwendung des spezifisch dsDNA bindenden Farbstoffes PicoGreen (Molecular Probes) genutzt
(Singer et al. 1997). Zur Erstellung der Standardkurve wurden 50 pg bis 200 ng λ-DNA in einem
Volumen von 150 µl (Mikroplattenassay) bzw. 1 ml (Küvettenmessungen) TE (pH 7,5) mit einem
gleichen Volumen PicoGreen-Reagens (1:200 in TE verdünnt) gemischt, für 5 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert und anschließend gemessen. Die Messungen (Meßwellenlänge 520 nm) erfolgten
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unter Nutzung des Spektralfluorimeters LS-50B (Perkin Elmer) bei Anregung mit 480 nm.
Tritonhaltige Zellysate wurden zunächst 1:500 bis 1:1000, GTC-Lysate 1:5000 bis 1:10000 in TE-
Puffer verdünnt und anschließend wie beschrieben gemessen.
2.5 RNA-Techniken
Bei Arbeit mit RNA wurden zur Schaffung RNase-freier Arbeitsbedingungen die üblichen Vorsichts-
maßnahmen getroffen. Dazu gehören das grundsätzliche Tragen von Handschuhen und die
Verwendung RNase-freier Reaktionsgefäße (Safe-Lock Biopur, Eppendorf) und sonstiger
Verbrauchsmaterialien (Pipettenspitzen, andere Gefäße), die nur aus noch ungeöffneten, in der Regel
produktionssterilen Verpackungen entnommen und autoklaviert wurden. Reinstwasser und Lösungen
wurden wie unter 2.1.6 beschrieben behandelt.
2.5.1 RNA-Präparationen
2.5.1.1 Einschritt-Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987)
Denaturierungslösung D: 4 M Guanidiniumthiocyanat
25 mM Na-Citrat
0,5 % Na-Laurylsarcosin
100 mM β-Mercaptoethanol
Gewebe bzw. Zellen wurden in Denaturierungslösung D homogenisiert (1 ml Lösung D je 100 mg
Gewebe bzw. 106 Zellen). Zum Homogenat wurden 0,1 Vol 2 M Na-Acetatlösung (pH 4,0), 1 Vol
Phenol und 0,2 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, frisch hergestellt) zugegeben. Nach intensivem
Mischen wurde 15 min auf Eis inkubiert und anschließend 15 min bei 8500× g und 4 °C zentrifugiert.
Aus der wäßrigen Phase wurde die RNA mit 1 Vol kaltem Isopropanol gefällt, anschließend in 300 µl
Lösung D resuspendiert, nochmals mit Isopropanol gefällt (2.4.2), gewaschen und in einem geeigneten
Volumen DEPC-Wasser zu einer erwarteten Endkonzentration im Bereich zwischen 1 und 10 µg/µl
gelöst. Für langfristige Aufbewahrung wurde die isolierte RNA nach den Waschschritten als Pellet
unter Ethanol gelagert.
Die Qualität der präparierten RNA wurde durch Aufnahme eines Absorptionspektrums (2.4.3) sowie
elektrophoretisch (2.5.2) kontrolliert.
2.5.1.2 Alternative Präparationsmethoden
Alternativ zur wiederholten Isopropanolfällung der RNA wurde nach der Phenol-Guanidiniumthio-
cyanat-Extraktion die wäßrige Phase auf RNeasy Spin-Säulen (Qiagen) aufgetragen, die Säulen
entsprechend der Herstellerangaben gewaschen und die RNA in 50 µl DEPC Wasser eluiert.
In Einzelfällen erfolgte eine RNA Präparation unter Nutzung kommerzieller Reagenzien (Ultraspec™
bzw. RNAClean™) entsprechend der Herstellerangaben.
2.5.1.3 Präparation von mRNA
Die Präparation von mRNA (Poly(A)+-RNA) erfolgte unter Nutzung verschiedener kommerziell
verfügbarer Systeme, sowohl aus total-RNA als auch direkt aus Lysaten. Diese Präparationen basieren
auf der Hybridisierung des Poly(A)-Endes der mRNA an immobilisierte dT-Oligomere. Als Träger
dienten dabei Latexpartikel (Oligotex mRNA Isolierungs-Kit, Qiagen, welcher für Präparationen aus
total RNA genutzt wurde) bzw. Zellulose (QuickPrep mRNA Purification Kit, Pharmacia, zur
Präparation aus Lysaten). Alle Präparationen erfolgten entsprechend der Herstellerangaben.
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2.5.2 Elektrophoresetechniken für RNA
2.5.2.1 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese
Genutzt wurden Formaldehyd-Agarosegele folgender Zusammensetzung: 1 % Agarose, 6 % Form-
aldehyd in 1× MOPS (die berechneten Mengen an 37 % Formaldehyd und 10× MOPS-Konzentrat wur-
den nach Lösen der Agarose bei 95 °C in einem entsprechenden Volumen DEPC-Wasser und
Abkühlen auf ca. 60 °C zugegeben). Die Elektrophorese erfolgte bei 6 V/cm Gellänge in 1× MOPS
Puffer. Zur Eliminierung von Sekundärstrukturen wurden die Proben vor dem Auftragen denaturiert:
7 µl RNA-Präparat (ca. 10 bis 15 µg) wurden mit 5 µl Formaldehyd (37 %ig), 3 µl 10× MOPS, 5 µl
Agarosegel-Probenpuffer und 15 µl Formamid versetzt, für 15 min auf 65 °C erhitzt und anschließend
bis zum Auftragen auf Eis gekühlt. Angefärbt wurden die Proben in der Regel vor dem Lauf durch
Zugabe von 0,5 µl Ethidiumbromidlösung (1 mg/ml) je Probe.
Für analytische Gele wurden ca. 1-2 µg total RNA, für Northern-Blot-Analysen ca. 5-10 µg total RNA
bzw. bis zu 1 µg Poly(A)+-RNA eingesetzt.
2.5.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Analyse in vitro synthetisierter RNA (RNA-Sonden) wurden bevorzugt denaturierende
Polyacrylamidgele (5 % in 1× TBE) genutzt (vgl. 2.6.3.3). Die Analyse erfolgte entweder durch
Autoradiographie (für radioaktiv markierte Sonden) oder nach Elektrotransfer der RNA auf Nylon-
membranen durch Detektion mit einem der genutzten Markierung entsprechenden Detektionssystem
(anti-DIG-Antikörper bzw. Streptavidin-Konjugat; 2.6.4, 2.7.5).
2.5.3 Northern-Transfer-Analyse (Northern-Blot)
Formamidhybridisierungslösung: 50 % Formamid
1 % SDS
5× SSC
5× Denhardt's Solution
100 µg/ml E. coli tRNA
Waschlösungen: A: 2× SSC, 0,1 % SDS
B: 0,2× SSC, 0,1 % SDS
C: 0,1× SSC, 0,1 % SDS
RNA-Transfer
Nach Auftrennung der RNA durch denaturierende Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese wurde das
Gel für 10-15 min in DEPC-Wasser gewaschen. Anschließend erfolgte der Transfer auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Qiabrane Plus, Qiagen) durch Kapillarblot (gewöhnlich über Nacht) oder
Vakuumblot (ca. 2 h) mittels Bloteinrichtung (Biometra). Als Transferpuffer diente jeweils 10× bzw.
20× SSC.
Einzelne Gele wurden im „semi-dry“ Verfahren mit 1× MOPS als Transferpuffer geblottet (TransBlot
SD, BioRad). RNA-Polyacrylamidgele wurden generell im „semi-dry“ Verfahren mit 0,5× TBE als
Transferpuffer geblottet. 
Die Membran wurde getrocknet (1 h, 60 °C bzw. über Nacht bei Raumtemperatur) und die RNA durch
UV-Bestrahlung immobilisiert (3 min; 70 % Leistung, Transilluminator TFX-20M, Biometra).
Hybridisierung
Die Membran wurde zunächst mit 2× SSC befeuchtet und für ca. 2 h einer Prähybridisierung mit ca.
0,1 ml Formamidhybridisierungslösung pro cm² Membranfläche unterzogen. Nach Austausch der
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Hybridisierungslösung und Zusatz der markierten Sonde (gewöhnlich ein kompletter MaxiScript-
Syntheseansatz, 2.5.5) erfolgte die Hybridisierung für 12-16 h bei 50-55 °C unter Rotation im
Hybrisierungsofen (OV4, Biometra).
Anschließend wurde die Membran mit jeweils ca. 1 ml Waschlösung/cm2 Membranfläche unter
Rotation wie folgt gewaschen:
Lösung A: 2× 10 min, Raumtemperatur
 Lösung B: 2× 10 min, Raumtemperatur (niedrige Stringenz)
Lösung B: 2× 10 min, 42 °C (mittlere Stringenz)
Lösung C: 2× 20 min, 68 °C (hohe Stringenz).
Die Blots wurden anschließend feucht in Folie eingeschweißt und zur Exposition auf
Phosphorimaging-Screens (System Fuji BAS 1000/3000) aufgelegt. Zeigten sich nach Erstexposition
von ca. 2 h noch zu hohe Hintergrundsignale wurde ein erneuter Waschschritt in Lösung C für ca. 2 bis
3 h bei 68-75 °C durchgeführt. Die Exposition zur anschließenden Auswertung der Hybridisierungs-
signale erfolgte in der Regel über Nacht.
2.5.4 cDNA-Synthese
Erststrangsynthese
Eine cDNA Erststrangsynthese erfolgte aus ca. 1-2 µg total-RNA oder bis zu 1 µg mRNA in einem
20 µl Reaktionsansatz entsprechend der Herstellerangaben der SuperscriptTM Reversen Transkriptase
(Gibco).
RNA und Erststrangprimer (500 ng Oligo(dT)12-18; Sigma) wurden in einem Gesamtvolumen von
12,5 µl 10 min bei 70 °C inkubiert, auf Eis abgekühlt, anschließend mit 4 µl 5× Erststrangpuffer
(Gibco), 2 µl 0,1 M DTT, 1 µl dNTPs (je 10 mM) versetzt, vorsichtig gemischt und zur Temperatur-
einstellung für 2 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 U (für Total-RNA)
bzw. 200 U (für mRNA) Superscript Reverse Transkriptase (Gibco) gestartet und 60 min bei 37 °C
inkubiert. Im beschriebenen Reaktionsansatz können als Primer der cDNA-Synthese auch
genspezifische Oligonucleotide, Oligo(dT)-Adapterprimer ebenso wie Hexa- bzw. Nonanucleotide
(jeweils 10 pmol pro Reaktion) genutzt werden.
Zur PCR Amplifizierung wurden ohne weitere Reinigung direkt bis zu 1-2 µl des Erstrangsynthese-
produktes eingesetzt.
Zweitstrangsynthese:
5× Zweitstrangpuffer: 94 mM Tris/HCl pH 6,9
453 mM KCl
23 mM MgCl2
750 µM β-NAD
50 mM (NH4)2SO4
20 µl Erststrangsynthese Reaktionsmix wurden mit:
92,3 µl DEPC-H2O, 32 µl 5× Zweitstrangpuffer, 3 µl 10 mM dNTP Stammlösung, 6 µl 0,1 M DTT,
15 U E. coli DNA Ligase, 40 U E. coli DNA-Polymerase I sowie 1,5 U E. coli RNaseH versetzt. Nach
2 h Inkubation bei 16 °C wurden 10 U T4 DNA-Polymerase zugegeben und es wurde für weitere 5 min
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 µl 0,5 M EDTA abgestoppt.
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2.5.5 RNA-Synthese durch in vitro-Transkription
Unter Nutzung des „MAXIscript“ in vitro-Transkriptions-Kit (Ambion) erfolgte die Synthese
markierter RNA-Sonden in folgendem Reaktionsansatz:
Synthese radioaktiv markierter 
RNA-Sonden
Synthese nichtradioaktiv
markierter RNA
1× Transkriptionspuffer mit 10 mM DTT(Ambion)
linearisiertes DNA-Template ca. 250 ng ca. 0,5-1 µg
Ribonucleotide
(ATP, GTP, CTP)
je 0,5 mM (Arbeitskonzentration) 2 µl RNA Markierungsmix
(Digoxigenin/Biotin-UTP;
Boehringer Mannheim)
UTP unmarkiert 0-7,5 µM
α32P-UTP 2,5-7,5 µM 
(entspricht 20-60 µCi je Reaktion)
RNaseinhibitor/
RNA-Polymerase
0,5 µl Mix 1 µl Mix
DEPC-H2O zu 10 µl zu 20 µl
Inkubation 30-60 min bei Raumtemperatur 1 h bis ÜN bei 37 °C
Durch Veränderung des Konzentrationsverhältnisses zwischen markiertem und unmarkiertem UTP
kann die spezifische Aktivität der radioaktiv markierten Transkripte gesteuert werden. Zum Erreichen
höchster Sensitivität der Sonden durch maximale spezifische Aktivität wurde der Synthese radio-
markierter Sonden für Northern-Hybridisierungen kein unmarkiertes UTP zugesetzt.
Nach Entfernung des Templates durch Hydrolyse mit DNase I (RNase frei) (2 U/Reaktion, 15 min,
37 °C) wurde das Volumen der Reaktion mit DEPC-Wasser auf 50 µl eingestellt und nicht eingebaute
Nucleotide durch Gelfiltration über Chromaspin 30-Säulen (Clontech) laut Herstellerangabe entfernt.
Zur Bestimmung der Transkriptionseffizienz wurden je 0,5 µl des Reaktionsansatzes vor und nach
Gelfiltration (und Einstellung des Eluatvolumens auf 50 µl) im Flüssigszintillationszähler (Mikro
Beta 3, Wallac) vermessen. Dabei sollten ca. 50 % der Ausgangsaktivität in höhermolekulare RNA
(Eluat) eingebaut worden sein.
2.6 DNA-Techniken
2.6.1 DNA-Präparationen
2.6.1.1 Präparation zellulärer genomischer DNA
Lysepuffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0
100 mM NaCl
25 mM EDTA
0,5 % SDS
0,1 mg/ml Proteinase K
Genomische DNA wurde durch Proteinase K-Hydrolyse der aufgeschlossenen Zellen mit
anschließender Phenol-Extraktion (Ausubel et al., 1992) präpariert.
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Kultivierte Zellen wurden im Lysepuffer (1,5 ml/5 cm-Schale) vom Boden der Kulturschale
abgeschabt, homogenisiert und mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  extrahiert und die DNA nach Zugabe von 0,5 Vol 7,5 M
Ammoniumacetatlösung mit 2 Vol Ethanol bei Zimmertemperatur gefällt. Das DNA-Pellet wurde in
200 µl TE aufgenommen und mit 1 µl DNase-freier RNase A (1,2 mg/ml in 0,1 M Na-Acetat, pH 5,4)
sowie 2 µl 10 % SDS versetzt und ca. 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 100 µg
Proteinase K (Ambion) zugegeben und weitere 30 min inkubiert. Danach wurde erneut extrahiert,
gefällt und gewaschen. Das DNA-Pellet wurde in ca. 50 µl TE aufgenommen. Die Reinheit und
Konzentration der DNA wurde spektrophotometrisch bestimmt. Zur PCR wurden ca. 500 ng eingesetzt.
2.6.1.2 Plasmidpräparationen
E. coli-Plasmid-DNA Quick Screen
STET-Puffer: 50 mM Tris/HCl pH 8,0
5 % Triton X-100
8 % Saccharose
50 mM EDTA
Die Zellen aus ca. 1,5 ml einer E. coli Übernachtkultur wurden durch Zentrifugation geerntet und in
0,2 ml STET resuspendiert. Die Suspension wurde mit 20 µl Lysozym (10 mg/ml) versetzt und für
1 min im kochenden Wasserbad inkubiert. Nach Abkühlen auf Eis (10 min) wurde für 15 min
zentrifugiert (10000× g, Eppendorf 5415C) und der Überstand mit 1 Vol Isopropanol gefällt. Nach
mindestens 10 min Inkubation bei -25 °C wurde zentrifugiert (3 min; Tischzentrifuge), das Sediment in
0,2 ml TE/0,3 M NaCl aufgenommen und erneut wie beschrieben gefällt. Das Sediment der 2. Fällung
wurde mit 70 %igem und absolutem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 µl TE aufgenommen,
wovon 15 µl für eine Restriktionsanalyse eingesetzt wurden.
Andere Präparationen
Plasmidpräparationen im 20 µg- bzw. 100 µg-Maßstab erfolgten unter Nutzung der QIAGEN Mini
resp. Midi Plasmid Kits entsprechend der Herstellerangaben.
2.6.1.3 Reinigung und Kontrolle von Oligonucleotiden
Nach der Synthese erfolgte die Abspaltung der Schutzgruppen vom Oligonucleotid und das Lösen des
Oligonucleotides vom Träger durch Inkubation für ca. 12 h in konzentrierter Ammoniaklösung bei
55 °C. Anschließend wurde diese Lösung in einer Vakuumzentrifuge (Univapo 100 H, Uniequip) zur
Trockene eingeengt, in 0,5 ml TE aufgenommen und von niedermolekularen Verunreinigungen durch
Gelfiltration über SephadexR G25 (NAP™-5 Säulen, Pharmacia) gereinigt. Dazu wurden nach
Äquilibrierung der Säule mit TE-Puffer 0,5 ml der Oligonucleotidlösung aufgetragen und mit 1 ml TE
eluiert.
Im Eluat wurde die Konzentration spektrophotometrisch bestimmt. Zur Kontrolle wurden weiterhin
ca. 5-8 µg Oligonucleotid auf einem 15 % Acrylamid/7 M Harnstoff-Gel in 1× TBE elektrophoretisch
getrennt und durch Fluoreszenzlöschung über einer fluoreszierenden Dünnschichtchromatographie-
platte (Merck) bei Bestrahlung mit einer UV-Handlampe (254 nm) detektiert.
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2.6.2 Enzymatische Modifizierung von DNA
2.6.2.1 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonucleasen
Der Reaktionsansatz enthielt typischerweise neben der zu spaltenden DNA (max. 5 µg pro 20 µl
Reaktionsansatz) 1/10 Vol 10× Inkubationspuffer entsprechend der Herstellerempfehlung und 1/20 bis
max. 1/10 Vol Restriktionsenzym (ca. 10 U/µg DNA). Die Hydrolyse durch mehrere Restriktasen
erfolgte wenn möglich gemeinsam im NEB 4-Puffersystem in einem für beide Enzyme geeigneten
Puffer. War dies nicht möglich, wurde die DNA zwischen den Reaktionsschritten gefällt. Die
Reaktionen wurden bei 37 °C für analytische Ansätze ca. 1-3 h, für präparative Arbeiten gewöhnlich
über Nacht inkubiert. Die Reaktion wurde entweder durch Hitzedenaturierung des Enzyms (15 min,
65 °C) oder durch Phenol-Chloroform-Extraktion beendet, die DNA durch Agarose-Gelelektrophorese
analysiert bzw. wie beschrieben gefällt und in einem geeigneten Volumen TE-Puffer aufgenommen.
2.6.2.2 5’-Endmarkierung mit Polynucleotidkinase
Durch Phosphorylierung des 5’-Endes von DNA wurden sowohl Oligonucleotide (Primer für
quantitative PCR) als auch dsDNA (dephosphorylierte λ-DNA zur Verwendung als radiomarkierter
Größenstandard) mit 33P markiert.
Reaktionsansatz: 3 µl Primer (40 µM)
2 µl PNK-Puffer (NEB)
11 µl H2O
2,5 µl γ(33P)-ATP (25 µCi)
1 µl T4- Polynucleotidkinase
Die Reaktion wurde für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, zur Inaktivierung des Enzyms für
2,5 min auf 92 °C erhitzt, auf eine Primerkonzentration von 10 µM verdünnt und bis zur Verwendung
der Produkte auf Eis gelagert.
2.6.2.3 Auffüllreaktion zur Modifizierung von 3’-rezessiven Enden
1× Klenow-Reaktionspuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7,5
10 mM MgCl2
1 mM DTT
50 µg/ml RSA
Zur Umwandlung von 5'-Überhängen zu „blunt ends“ wurden in 20 µl Reaktionsansatz ca. 0,5 µg DNA
in 1× Klenow-Puffer mit 2 U Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I und 0,5 µl dNTP-Mix (je
10 mM) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung des Enzyms mit
anschließender Phenol-Chloroform-Extraktion gestoppt.
2.6.2.4 Modifizierung von 3’-Überhängen und „Glätten“ von PCR-Produkten
Nutzung von T4 DNA-Polymerase
Die zu modifizierende DNA (max. 1 µg) wurde in einem Reaktionsvolumen von 50 µl mit 1 µl dNTP
Mix (jeweils 10 mM) sowie 3 U T4 DNA-Polymerase versetzt und für 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung des Enzyms (10 min, 65 °C) abgestoppt.
Pfu DNA-Polymerase (Costa und Weiner, 1994)
10 µl gereinigtes PCR Produkt wurden mit 1 µl dNTP Mix (jeweils 2,5 mM), 1,3 µl 10× „Polishing“
Puffer (Stratagene) sowie 0,5 U Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) versetzt. Nach 30 min Inkubation
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bei 72 °C wurden 2-4 µl dieser Reaktion ohne weitere Reinigung zur Klonierung in pCR-Script
eingesetzt.
2.6.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Zur Ligation von DNA Fragmenten wurden Kits der Firmen Takara (DNA Ligation Kit) und
Boehringer Mannheim (Rapid DNA Ligation Kit) entsprechend der Herstellerangaben verwendet.
Diese Systeme weisen gegenüber Standardprotokollen unter Nutzung von T4 DNA-Ligase eine
wesentlich kürzere Reaktionszeit auf.
2.6.2.6 „Random Primed“-Markierung von DNA-Fragmenten (Feinberg und Vogelstein, 1983)
Diese Methode wurde zur nichtradioaktiven (Digoxigenin) Markierung von DNA-Sonden eingesetzt.
Sonden dieser Art wurden zur Identifizierung von PCR-Produkten, Plasmidinserts o.ä. im Southern-
Blot genutzt (2.6.4). Die Markierung erfolgte in folgendem Reaktionsansatz (DIG DNA Labeling Kit,
Boehringer):
ca. 1 µg linearisierte, gereinigte und hitzedenaturierte DNA
2 µl Hexanucleotidprimer
2 µl dNTP Mix (je 1 mM dATP, dCTP, dGTP; 0,65 mM dTTP; 0,35 mM DIG-dUTP)
2 U Klenow-Enzym
H2O zu 20 µl
Nach Inkubation (mind. 1 h bei 37 °C) wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 µl 0,2 M EDTA
(pH 8,0) abgestoppt, die DNA nach Zusatz von 2,5 µl 4 M LiCl wie unter 2.4.2 beschrieben gefällt,
gewaschen, in 50 µl TE aufgenommen und in einem entsprechenden Volumen Hybridisierungslösung
verdünnt.
2.6.3 Elektrophoresen und Isolierung definierter Fragmente
2.6.3.1 Native Agarose-Gelelektrophorese für DNA
Für die DNA-Agarose-Gelelektrophorese kamen entsprechend des gewünschten Trennbereiches 0,7 bis
1,5 %ige Gele im entsprechenden Elektrophoresepuffer zur Anwendung. Analytische Elektrophoresen
wurden im allgemeinen in 1× TAE-, präparative Elektrophoresen aufgrund der höheren Pufferkapazität
in 1× TBE-Puffer durchgeführt. Die angelegte Spannung betrug maximal 6 V/cm Gellänge (Mini Sub
DNA Cell und DNA Sub Cell, Bio-Rad). Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/7 Vol
Agarosegel-Probenpuffer versetzt. Nach dem Lauf wurden die Gele durch Schwenken in Ethidium-
bromidfärbelösung (ca. 400 µg/l) angefärbt (LePecq und Paoletti, 1967). Anschließend erfolgte die
Detektion durch Transillumination bei 312 nm und die Auswertung mittels Videodokumentations-
system E.A.S.Y. plus (Herolab, Wiesloch).
2.6.3.2 Fragmentisolierung aus Agarosegelen
Elektroelution
Nach Anfärbung der DNA durch Ethidiumbromid wurde das gewünschte Fragment auf dem UV-Tisch
mit einem Skalpell möglichst eng ausgeschnitten und in einen zuvor in 1× TBE-Puffer gespülten
Dialyseschlauch (Visking Type 20/32, SERVA) überführt. Abhängig von der Größe des
Agaroseblöckchens wurden zwischen 150 und 300 µl TBE-Puffer zugegeben und der Dialyseschlauch
luftblasenfrei verschlossen. Die Elution erfolgte bei ca. 70 V für 2 h in 1× TBE (Mini DNA Sub Cell;
BioRad). Vor Entnahme des Dialyseschlauches wurde die angelegte Spannung für ca. 1-2 min
umgepolt, um eventuell am Dialyseschlauch haftende DNA wieder in Lösung zu bringen. Das Dialysat
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wurde anschließend in frische Eppendorfgefäße überführt. Der Dialyseschlauch wurde zusätzlich noch
mit ca. 150 µl 1× TBE ausgewaschen. Die Fällung der DNA erfolgte wie unter 2.4.2 beschrieben.
Bindung an Silicamatrix
Alternativ zur Elektroelution erfolgte die Isolierung von DNA aus Agarosegelen unter Nutzung des
EasyPure DNA-Reinigungskits (Biozym), wobei die Bindung von DNA an Silicapartikel unter Hoch-
salzbedingungen (6 M NaI) genutzt wird. Die Anwendung erfolgte entsprechend der Herstellerangaben.
2.6.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophoresen für Nucleinsäuren
Native PAGE für dsDNA
Zum Erreichen hoher Trennschärfen im Bereich bis ca. 500 bp wurden native 5 % T, 2,7 % C
Acrylamidgele (T - Gesamtkonzentration der Trenngelmatrix, C - Anteil des Crosslinkers) ohne
denaturierende Agenzien in 1× TBE genutzt. Die Vorbereitung der Gele und Elektrophoresen erfolgte
analog zu den im folgenden beschriebenen denaturierenden Gelsystemen.
Denaturierende PAGE
Diese Trennsysteme fanden zur Kontrolle der synthetisierten Oligonucleotide, zur quantitativen
Analyse von PCR-Produkten, beim Sequenzieren und zur Kontrolle synthetisierter RNA Anwendung
(2.5.5). Als denaturierendes Agens enthielten die Gele 7 M Harnstoff. Für kleine Fragmente
(Oligonucleotide und Sequenzierung) wurden Gele mit einem Crosslinkeranteil von 5 %, für PCR-
Produkte und RNA (2.5.2.2) ein Crosslinkeranteil von 2,7 % genutzt. Nach Lösen der berechneten
Menge Harnstoff in den entsprechenden Mengen Puffer und Gelmatrix wurde für 5 bis 10 min unter
Wasserstrahlvakuum entgast und die Polymerisation mit 1/2000 Vol TEMED und 1/200 Vol frisch
zubereiteter 10 %iger Ammoniumpersulfatlösung gestartet.
Die Elektrophoresebedingungen sowie die Nachbehandlung der Gele und Detektion der Nucleinsäuren
sind bei den jeweiligen Applikationen beschrieben.
2.6.3.4 Autoradiographie und quantitative Auswertungen
Die Autoradiographie der getrockneten Gele erfolgte entweder durch Exposition auf Hyperfilm β-max
(Amersham) für 24 h (33P-haltige Sequenziergele, 2.6.8) oder unter Nutzung von Phosphorimaging-
Screens (System BAS 1000/3000; Fuji) entsprechend der Angaben der Hersteller. Quantitative
Auswertungen wurden mittels des Softwarepakets Tina v2.09 (Raytest, Straubenhard) durchgeführt.
Autoradiographiefilme wurden in Kodak D19 für 5 min entwickelt, zwischengewässert, für ca. 10 min
(doppelte Klärzeit) in saurem Fixierbad (20 % Natriumthiosulfat, 2 % Kaliumbisulfit in H2O) fixiert
und luftgetrocknet.
2.6.4 DNA-Hybridisierungsanalyse (Southern-Blot; Southern, 1975)
Depurinierungslösung: 0,25 M HCl
Denaturierungslösung: 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
Neutralisationslösung: 2,0 M NaCl
1,0 M Tris/HCl pH 5,0
Nach Elektrophorese und Färbung des Gels mit Ethidiumbromid erfolgte der Transfer auf Qiabrane
plus (positiv geladene Nylonmembran, Qiagen) unter Nutzung einer Vakuum-Blotting-Apparatur
(Biometra) entsprechend den Angaben des Herstellers (5 min Depurinierung, je 4 min Denaturierung
bzw. Neutralisation und 2 h Transfer (20× SSC) bei ca. 50 mbar). Anschließend wurde die Membran an
der Luft getrocknet und zur Immobilisierung der Nucleinsäuren auf einem Transilluminator (TFX-
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20M) für 3 min mit 70 % Leistung bei 312 nm bestrahlt. Danach wurde die Membran in Aluminium-
folie verpackt und bis zur Hybridisierung bei 4 °C im Kühlschrank gelagert. Nach erfolgtem Transfer
wurde das Gel nochmals gefärbt und kontrolliert.
Die „Southern“-Hybridisierung wurde im wesentlichen analog zur Northern-Analyse (2.5.3)
durchgeführt. In Abhängigkeit vom genutzten Markierungs- und Detektionssystem wurden die
Blockierungs- und Hybridisierungsbedingungen angepaßt.
Zur Überprüfung von PCR-Produkten wurde in der Regel mit DIG-markierten DNA-Sonden (2.6.2.6)
gearbeitet. Dabei wurde entsprechend der Herstellerangaben zum DIG DNA-Detection-System
(Boehringer) gearbeitet.
Hybridisierungslösung: 5× SSC, 50 % Formamid, 2 % Blockierungsreagens
(Boehringer), 0,1 % Na-Laurylsarcosin, 0,02 % SDS
Puffer 1: 0,1 M Maleinsäure, 0,15 M NaCl, pH 7,5
Blockierungslösung: 1 % Blockierungsreagens in Puffer 1
AP-Puffer 0,1 M Tris/HCl, pH 9,5; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl2
Färbelösung: 0,33 mg/ml Nitro-Blau-Tetrazoliumchlorid,
0,175 mg/ml X-Phosphat, in AP-
Puffer
Alle Hybridisierungen mit Formamidhybridisierungslösung wurden bei 42 °C unter Rotation im
Hybridisierungsofen (OV4, Biometra) durchgeführt. Nach einer Prähybridisierung (1-2 h) erfolgte die
Zugabe der frisch denaturierten (5 min, 95 °C; Abkühlen auf Eis/NaCl) Sonde in ca. 2,5 ml
Hybridisierungslösung/100 cm2 Membranfläche und die Hybridisierung über Nacht. Analog zur
Northern-Blot-Analyse wurde anschließend mit steigender Stringenz gewaschen (bis zu 68 °C, 0,1×
SSC), dem sich der immunologische Nachweis der markierten Sonde anschloß. Dazu wurde die
Membran durch folgende Inkubationsschritte geführt:
• Äquilibrierung Waschen in Puffer 1 (1 min)
• Blockieren unspezifischer Bindungsstellen 30 min in Blockierungslösung
• Inkubation mit anti-DIG-AP-Konjugat 1:5000 in Blockierungslösung (30 min)
• Waschen 2x15 min in Puffer 1
• Äquilibrierung AP-Puffer (1 min)
• Farbentwicklung 10 ml Färbelösung
(für PCR Produkte in der Regel in wenigen
Minuten abgeschlossen)
• Abstoppen spülen in TE
• Trocknen der Membran an der Luft
2.6.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Mullis et al. 1986; Saiki et al. 1988)
Die PCR zur Amplifizierung definierter DNA-Fragmente wurde unter einer Vielzahl von
Fragestellungen genutzt, wobei jeweils modifizierte Protokolle zu Anwendung kamen. Typische
Reaktionsbedingungen zur Amplifizierung von cDNA sind im folgenden beschrieben. Die Reaktionen
wurden auf Eis pipettiert und in den vorgeheizten Thermocycler (PCR System 2400, Perkin Elmer)
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eingesetzt. Diese stark vereinfachte Form des „hot start“ erwies sich als ausreichend, um Probleme
unspezifischer Amplifizierungen zu vermeiden.
Reaktionsbedingungen:
1× PCR-Puffer (Biometra) 10 mM Tris/HCl pH 8,8
(Arbeitskonzentration) 50 mM KCl
1,5 mM MgCl2
0,1 % Triton X-100
200 µM dNTP-Mix (Endkonzentration),
0,5 bis 10 ng Template
je 10 pmol Primer
1 U Thermus brockianus DNA-Polymerase PrimeZyme™
H2O zu 50 µl.
Tab. 2-2: Genutzte PCR-Temperaturprofile für PrimeZyme DNA-Polymerase
Dargestellt sind typische Profile zur Amplifizierung von cDNA, sowohl zur anschließenden
Detektion mittels Ethidiumbromid als auch zur Quantifizierung unter Nutzung radioaktiv markierter
Primer und autoradiographischer Auswertung.
Anmerkungen
initiale Denaturierung 4 min, 95 °C
Zyklen 22-35 mind. 25 Zyklen für Plasmid-PCR, 
30 für Standard cDNA- und SY5Y genomische DNA-
Amplifizierung, 
35 Zyklen zur nichtradioaktiven L-APP Detektion
22-28 Zyklen zur Quantifizierung mit radiomarkierten
Primern (s. 3.2.3.)
 Denaturierung 20 s, 95 °C
 Primeranlagerung 20 s, 55 °C Temperatur abhängig von den genutzten Primern
von 45 °C (T3/T7/SP6 -Primer) bis 60 °C
 Extension 40 s, 72 °C ca. 1 kb / min Elongationszeit,
1 s Verlängerung pro Zyklus in einigen Experimenten
letzter Verlänge-
rungsschritt
5 min, 72 °C nicht bei Quantifizierungen
Das PCR-Screening (2.3.3) erfolgte in einem 20 µl Ansatz bei gleichen Arbeitskonzentrationen mit je
5 pmol beider Primer und 0,5 U PrimeZyme DNA-Polymerase.
Klonierungen über PCR
Taq DNA-Polymerase sowie eine Vielzahl anderer kommerzieller PCR-Enzyme besitzen keine
intrinsische „proof reading activity“. Daher ist bei Klonierungen von PCR-Produkten zur
Sequenzierung oder Expression die Möglichkeit von Mutationen und Sequenzveränderungen zu
berücksichtigen (Eckert und Kunkel, 1991; Ling et al. 1991). Für diese kritischen Anwendungen kam
daher eine Mischung aus „prozessiver“ (Taq) und „fehlerkorrigierender“ (Pwo) DNA-Polymerase
("Expand"; Boehringer Mannheim) zum Einsatz, um Amplifizierungen höherer Genauigkeit zu
erreichen. Basierend auf den Herstellerangaben kam ein besonderes Temperaturprofil zum Einsatz,
welches ab dem 11. Zyklus eine Verlängerung der Elongationszeit von jeweils 20 s pro Zyklus
beinhaltete.
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Temperaturprofil für Expand-PCR
Zyklus-Nr. initiale
Denaturierung
Denaturierung Primeranlagerung Extension
1-10 95 °C; 2 min 94 °C; 15 s 55 °C; 30 s 72 °C; 90 s
11-30 94 °C; 15 s 55 °C; 30 s 72 °C; 90 s
+ 20 s Verlängerung pro
Zyklus
letzter Extensionsschritt:
72 °C; 7 min
Analyse, Aufarbeitung und Reinigung von PCR-Produkten
PCR-Produkte wurden generell ohne weitere Reinigung gelelektrophoretisch analysiert. War vor der
Elektrophorese eine Restriktionsspaltung notwendig, wurde diese in der Regel direkt im PCR-
Reaktionsansatz für ca. 3-4 h bei 37 °C durchgeführt.
PCR-Produkte, die als Sequenziertemplate bzw. für Klonierungen genutzt werden sollten, wurden
gewöhnlich über Agarosegele gereinigt (2.6.3.2). In Fällen, in denen ein singuläres Produkt vorlag,
wurden zur Reinigung auch eine PEG-Fällung (2.4.2) bzw. der „QIAquick-spin PCR Purification Kit“
(Qiagen) entsprechend der Herstellerangabe eingesetzt.
2.6.6 Schnelle Amplifizierung von cDNA-Enden (RACE; Frohman et al. 1988)
Die Amplifizierung des 3’-Endes der APP cDNA erfolgte nach einem Protokoll von Life Technologies
(3’-RACE System, Gibco BRL). Ca. 300 ng Poly(A)+-RNA aus Meerschweinchen-Hirn wurde mit
10 pmol Oligo(dT)-Adapterprimer und 200 U Superscript Reverser Transkriptase im Standardansatz
(2.5.4) in cDNA umgeschrieben. Nach Hydrolyse der RNA durch 2 U RNaseH (20 min, 37 °C) wurden
2 µl der 1:10 verdünnten cDNA zur PCR-Amplifizierung in einem Standardreaktionsansatz unter
Nutzung des genspezifischen Primers sg2015 und des Adapter-spezifischen Primers UAP (Gibco)
eingesetzt. Die Amplifizierung folgte nachstehendem Temperaturprofil (Uno Thermocycler, Biometra):
Temperaturprofil
initiale
Denaturierung
Denaturierung Primeranlagerung Extension Anzahl
Zyklen
RACE 95 °C; 4 min 94 °C; 45 s 55 °C; 45 s 72 °C; 2 min 30
Die 3’-RACE Produkte wurden wie beschrieben elektrophoretisch analysiert, gereinigt (2.6.6), kloniert
(2.6.7) und direkt sequenziert (2.6.8).
2.6.7 Klonieren von PCR-Produkten
Die genutzten Methoden beruhen auf einer „blunt end“-Klonierung. Dazu wurden zunächst die durch
terminale Transferaseaktivität der DNA-Polymerasen bei einem Teil der Produkte entstandenen 3’ A-
Überhänge (Clark, 1988) enzymatisch entfernt (2.6.2.4; Hu, 1993). Um die Effizienz der „blunt end“-
Klonierung zu erhöhen, wurden folgende Systeme genutzt:
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pCR-Script Methode (Stratagene)
Dieses System basiert auf dem zusätzlichen Einsatz eines Restriktionsenzyms (SrfI) im
Ligationsreaktionsansatz (Liu und Schwartz, 1992). Dadurch werden Vektormoleküle, die ohne Insert
ligiert wurden, wieder hydrolysiert und stehen erneut als Substrat der Ligase zur Verfügung bzw.
weisen als lineare DNA-Moleküle eine deutlich niedrigere Transformationseffizienz als zirkuläre DNA
auf. Damit wird der Hintergrund nichtrekombinanter Klone deutlich verringert. Das genutzte Protokoll
wurde gegenüber den Herstellerangaben modifiziert, um ein günstigeres Insert:Vektor-Verhältnis zu
erreichen:
Reaktionsansatz: 5 ng pCR-Script Vektor / SrfI linearisiert
1× Puffer (Stratagene) mit 0,5 mM ATP
bis zu 6 µl (entspricht bis zu ca. 200 ng) gelgereinigtes PCR-Produkt (in H2O) 
5 U Srf I, 4 U T4 DNA-Ligase
Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 60 min inkubiert und die Reaktion anschließend durch
Inaktivierung der Enzyme (65 °C, 10 min) beendet. 
Ein Aliquot von 2-3 µl wurde direkt zur Transformation chemisch kompetenter Zellen genutzt.
Alternativ dazu erfolgte eine Ethanolfällung und Aufnahme in 10 µl TE, wovon 5 µl zur Elektro-
poration eingesetzt wurden.
„Zero background cloning“ (Invitrogen)
Hierbei wurden die zur Erzeugung „glatter“ Enden mit T4 DNA-Polymerase behandelten PCR-
Produkte in die EcoRV-Stelle des Vektors pZERO2 kloniert. Dieser Vektor erlaubt die positive
Selektion rekombinanter Klone durch die Insertionsinaktivierung des letalen Genproduktes ccdB
(Bernard et al. 1994). Das Wachstum transformierter Zellen ohne rekombinantes Insert wird dabei
durch Inhibition der bakteriellen DNA-Topoisomerase II verhindert (Bernard und Couturier, 1992).
2.6.8 DNA-Sequenzieren
Die zum Sequenzieren genutzten Verfahren stellen Modifikationen der Kettenabbruchmethode durch
Einsatz von Didesoxynucleotiden (Sanger et al. 1977) dar.
„Cycle"-Sequenzierung mit radioaktiver Markierung
Die Sequenzierreaktion wurde unter Nutzung des Cycle Sequencing Kits (Pharmacia) mit interner
Markierung der Sequenzierprodukte durch Einbau von α-33P-dATP durchgeführt. Dabei wurden je
Sequenzierreaktion 200 fmol Template-DNA und ca. 10 pmol Primer eingesetzt, die auf vier, die
jeweiligen ddNTPs enthaltenden Reaktionsansätze aufgeteilt wurden. Diese wurden anschließend
durch das dargestellte Temperaturprofil geführt (Uno Thermocycler, Biometra).
Temperaturprofil radioaktiver Sequenzierung
initiale
Denaturierung
Denaturierung Primeranlagerung
(Temperatur entsprechend der
genutzten Sequenzierprimer)
Extension Anzahl
Zyklen
96 °C; 2 min 96 °C; 30 s 45-55 °C; 36 s 72 °C; 84 s 25
Die Reaktion wurde durch Zusatz von je 3 µl Stoplösung (97 % Formamid, 10 mM EDTA, je 0,3 %
Bromphenolblau und Xylencyanol) beendet. Die Reaktionsprodukte wurden vor dem Auftragen auf das
Sequenziergel für 3 min bei 85 °C denaturiert.
Die elektrophoretische Trennung der Sequenzierprodukte erfolgte in einer Sequenziergelapparatur
(Biometra) auf 0,35 mm dicken und 55 cm langen Polyacrylamidgelen (6 % T, 5 % C, 7 M Harnstoff,
1× TBE) in 1× TBE. Das Gel wurde auf 50 °C temperiert und für 15 bis 20 min einem Vorlauf bei 10
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bis 15 W unterzogen. Nach dem Auftragen der Proben (je ca. 4 µl) in die von Harnstoff gereinigten
Probentaschen, erfolgte die Elektrophorese bei konstanter Leistung von 20 W. Nach dem Lauf wurden
die Platten getrennt, das Gel 5 min fixiert (10 % Essigsäure; 20 % Methanol in H2O), anschließend mit
Filterpapier abgezogen, unter Vakuum getrocknet (Geltrockner 543, BioRad) und autoradiographisch
ausgewertet. Die Exposition erfolgte für 24 h bei Raumtemperatur auf Hyperfilm β-max (Amersham),
die Verarbeitung der Filme wie unter 2.6.3.4 beschrieben. Die Auswertung der Autoradiogramme
erfolgte auf einem Lichttisch (Kaiser Fototechnik) mit manueller Eingabe der Basensequenz (Reader-
Mouse, Integra Biosciences).
Automatisiertes fluoreszenzmarkiertes Sequenzieren
Probenpuffer für fluoreszenzmarkierte DNA: 80 % Formamid
5 mM EDTA pH 8,0
10 mg/ml Dextranblau
Die genutzte Sequenziermethode basiert auf dem Einsatz von Didesoxynucleotiden, die mit vier
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind („Dye-Terminatoren“). Zur Sequenzierung wurden
jeweils ca. 100 ng gereinigtes PCR-Produkt bzw. 500 ng gereinigte Plasmid-DNA eingesetzt. Die
Sequenzierreaktion erfolgte in einem 20 µl Reaktionsansatz entsprechend der Herstellerangaben mit
3,5 pmol Sequenzierprimer, A-,C-,G- und T-Dye-Terminatoren, dNTP-Mix sowie 8 U AmpliTaq FS
DNA-Polymerase.
Die Reaktionen wurden in Abhängigkeit vom Sequenziertemplate durch folgende, in Vorversuchen
optimierte, Temperaturprofile geführt (PCR-System 2400, Perkin Elmer):
Temperaturprofil „Dye-Terminator“-Sequenzierung
Template
initiale
Denaturierung
Denaturierung Primeranlagerung Extension Anzahl
Zyklen
PCR-Produkte - 96 °C; 10 s 55 °C; 5 s 60 °C; 4 min 25
Plasmid-DNA 96 °C; 4 min 96 °C; 30 s 45-55 °C; 30 s 60 °C; 4 min 25
Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden durch Ethanolpräzipitation lt. Herstellerangaben von
nicht eingebauten „Dye-Terminatoren“ gereinigt, als Pellet getrocknet, in 5 µl Probenpuffer gelöst und
vor dem Auftrag bei 90 °C für 2 min denaturiert.
Die elektrophoretische Trennung und Analyse erfolgte mittels ABI 373 DNA-Sequenziersystem
(Applied Biosystems).
2.7 Proteinchemische Methoden
2.7.1 Probenvorbehandlung und Proteinbestimmung
Aufschluß kultivierter Zellen
Triton-Lysepuffer: 50 mM Tris/HCl pH 7,5
150 mM NaCl
2 mM EDTA
1 % Triton X-100
Kultivierte Zellen wurden direkt in der Kulturschale in Triton-Lysepuffer (ergänzt mit Protease-
inhibitoren, Complete™ 1:50, Boehringer) während einer 30-60 minütigen Inkubation auf Eis unter
Proteinchemische Methoden 44
leichtem Schwenken lysiert. Aus den Lysaten wurden durch Zentrifugation (5 min; 8000 rpm,
Tischzentrifuge) die nichtlysierten Zellkerne und Trümmer abgetrennt. 
Zur Analyse durch Immunopräzipitation wurden die Lysate mit einem gleichen Volumen
Waschpuffer A versetzt und wie unter 2.7.2 beschrieben weiter bearbeitet. Zur direkten
elektrophoretischen Analyse wurde die Proteinkonzentration des Lysates bestimmt und zwischen 50
und 100 µg Protein zur SDS-PAGE eingesetzt.
Aufschluß bakterieller Zellen (E. coli)
In Flüssigkultur gewachsene Zellen wurden durch Zentrifugation (5 min, 1000× g) geerntet und durch
Ultraschallbehandlung (5×5 sec, 30 % Leistung, Virsonic Cell Disrupter 16-850) in Triton-Lysepuffer
(2.7.1.2) mit Proteaseinhibitoren (CompleteTM 1:50, Boehringer Mannheim) aufgeschlossen.
Aufarbeitung konditionierter Zellkulturmedien zur Aβ-Detektion
A) Medien bis zu einem maximalen Serumgehalt von 1 %
Aus konditionierten Medien wurde zunächst durch Zusatz von 1/5 Vol 72 %iger Trichloressigäure
(TCA) das Gesamtprotein ausgefällt. Das nach Inkubation auf Eis (10 min) und Zentrifugation (30 min,
20000× g; 3K30) sichtbare Proteinpellet wurde mit Methanol gewaschen, leicht getrocknet und in
ca. 200 µl 80 % Ameisensäure aufgenommen. Nach Verdünnung (1+1 mit H2O) und einer
Mikrofiltration zur Abtrennung hochmolekularer Proteine (Amicon 30, ca. 30 kDa Ausschluß) wurde
der Durchfluß zur Trockene eingeengt (Univapo 100, Uniequip). Anschließend wurde der Protein-
rückstand in ca. 5 µl Dimethylsulfoxid angelöst, in dem Probenpuffer des gewählten Trennsystems
aufgenommen, denaturiert und auf ein entsprechendes Gel aufgetragen.
B) Medien mit einem Serumgehalt von 0,1 %
Bei der Aufarbeitung dieser Zellkulturmedien kann auf die Mikrofiltration verzichtet werden. Dabei
wird nach Ameisensäurebehandlung der TCA gefällten Proteine die gesamte Probe wie beschrieben
eingeengt und aufgearbeitet.
C) Medien höheren Serumgehaltes
Diese Medien können nicht direkt elektrophoretisch analysiert werden. Die Konzentration der Medien
wurde durch Zugabe von 1/10 Vol 10× Medienmix (2.7.2) und Proteaseinhibitoren (Complete™, 1:50;
Boehringer) eingestellt und die Proben anschließend durch Immunopräzipitation analysiert.
Phenol-Ether-Extraktion zur Proteinanreicherung
Analog zur Phenolextraktion von Nucleinsäuren wurde die anzureichernde Probe mit einem gleichen
Volumen Puffer-gesättigten Phenols extrahiert. Nach Phasentrennung durch Zentrifugation wurde die
phenolische Phase mit einem gleichen Volumen Ether extrahiert. Die Proteinkonzentration in der sich
nach Zentrifugation abscheidenden proteinhaltigen wäßrigen Phase wurde bestimmt und es wurden ca.
50 µg Protein zur SDS-PAGE eingesetzt.
Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Riederer, 1959)
Diese Methode stellt eine Variation der Proteinbestimmung nach Lowry (1951) dar.
Lösung A: 2 % Na2CO3
1 M NaOH
Lösung B: 1 % CuSO4
2 % Natriumcitrat
Verdünnungen der zu bestimmenden Proteinlösungen sowie eine RSA-Eichkurve im Bereich bis zu
0,6 mg/ml wurden in einem einheitlichen Puffer oder in Aqua dest. hergestellt. Je 20 µl der
Probenverdünnungen sowie der Eichwerte wurden mit 160 µl eines 50:1 Gemisches der Lösungen A
und B versetzt und auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Die Proben wurden durch Schütteln gemischt
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und 20 µl 1 N Folin-Reagens zugegeben. Es wurde nochmals geschüttelt und nachfolgend 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte bei 720 nm im Mikroplattenleser (HTIII, Anthos).
2.7.2 Immunopräzipitation von Proteinen
10× Medienmix: 500 mM Tris/HCl pH 7,5;
1,5 M NaCl
20 mM EDTA
10 % Triton X-100
Waschpuffer A: 10 mM Tris/HCl pH 8,0
150 mM NaCl
2 mM EDTA
0,4 % NP-40
0,4 % Triton X-100
Waschpuffer B: 10 mM Tris/HCl pH 8,0
0,5 M NaCl
2 mM EDTA
0,4 % NP-40
Waschpuffer C: 10 mM Tris/HCl pH 7,5
Vorinkubation der Fang-Antikörper
Zur Präformierung des Protein A-Fangantikörper-Komplexes wurden entsprechend der zu unter-
suchenden Probenzahlen je Probe vorgelegt:
30 µl Protein A-Sepharose (100 mg/ml in TBST)
10 µl Fang-Antikörper (1E8 Hybridom-Kulturüberstand; ca. 20 µg IgG)
10 µl Brücken-Antikörper (Kaninchen-anti-Maus-IgG, DAKO)
10µl 10× Medienmix
PBS zu 200 µl
Nach mindestens 1 h Inkubation unter Rotation bei Raumtemperatur wurde die Protein A-Sepharose
abzentrifugiert (3 min, 5000 rpm, Tischzentrifuge), 3× mit PBS gewaschen, in einem definierten
Volumen PBS resuspendiert und auf die bereits einer Vorpräzipitation unterzogenen Proben verteilt.
Zur Präabsorption wurden die Proben mit je 40 µl Protein A-Suspension und 10 µl Kaninchen
Normalserum für 1 h bei Raumtemperatur unter Rotation inkubiert.
Immunopräzipitation
Die gewählten Arbeitsschritte waren sowohl für die Präzipitation radioaktiv markierter als auch
unmarkierter Proteine identisch.
Die Inkubation der Proben mit dem präformierten Antikörper/Protein A-Komplex erfolgte gewöhnlich
bei 4 °C über Nacht. Die Proben wurden für 5 min bei 6000 rpm zentrifugiert und das Pellet 3× mit
Puffer A, 2× mit Puffer B und 1× mit Puffer C gewaschen. Nach den Waschschritten kann das trockene
Pellet bei -20 °C gelagert werden. Zur Analyse erfolgte die Lösung der Antigen-Antikörper-Komplexe
durch Denaturierung bei 95 °C (5 min). Dazu wurde das Pellet in ca. 30-40 µl Probenpuffer für die
entsprechende Elektrophorese aufgenommen. Zur Detektion von Aβ wurden die Präzipitate durch
Tris/Tricin- bzw. Tris/Bicin-Gelelektrophorese (2.7.3.2, 2.7.3.3) analysiert.
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2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
2.7.3.1 Tris/Glycin-System nach Laemmli (1970)
Acrylamidstammlösung: 30 % T, 2,7 % C
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCl pH 6,8
Elektrodenpuffer: 192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1 % SDS
1× Probenpuffer: 62,5 mM Tris/HCl pH 6,8; 
10 % Glycerol
2 % SDS
5 % β-Mercaptoethanol
0,01 % Bromphenolblau
Vorbereitung der Gele:
Trenngel (7,5-12 %ig):
Gemäß der gewünschten Endkonzentration wurde die entsprechende Menge Acrylamidstammlösung
mit 3 ml Trenngelpuffer, 120 µl 10 % SDS sowie Aqua bidest. zu 12 ml aufgefüllt und für 15 min unter
Wasserstrahlvakuum entgast. Nach Zugabe von 1/2000 Vol TEMED sowie 1/200 Vol 10 % APS zum
Start der Polymerisation wurde das Gel gegossen, mit Wasser überschichtet und für mindestens 30 min
polymerisiert.
Sammelgel (4,3 %ig):
1,25 ml Sammelgelpuffer wurden mit 650 µl Acrylamidstammlösung, 50 µl 10 % SDS und Aqua
bidest. zu 5 ml versetzt, mit den entsprechenden Mengen APS und TEMED die Polymerisation
gestartet und das Trenngel gegossen. Die angegebenen Volumina beziehen sich jeweils auf die
Verwendung von 0,75 mm dicken Minigelen (Protean Mini, BioRad).
Die zu analysierenden Proben wurden in 1 Vol 2× Probenpuffer aufgenommen und 5 min lang bei
95 °C denaturiert. Anschließend wurden sie mit Hilfe einer Hamilton-Mikroliterspritze in die zuvor mit
Laufpuffer gespülten Geltaschen aufgetragen. Der Lauf erfolgt etwa 10 min bei 100 V zum
Einwandern der Proben in das Trenngel, danach bei 200 V für etwa 45 min bis die Bromphenolblau-
bande das Ende des Gels erreicht hatte. Nach dem Lauf wurde das Gel aus der Elektrophoreseapparatur
entnommen und zum Western-Blot vorbereitet oder gefärbt.
2.7.3.2 Modifizierte Tris/Tricin-PAGE (nach Schägger und Jagow, 1987)
Acrylamidstammlösung: 48 % Acrylamid, 1,5 % Bisacrylamid in H2O
Gelpuffer: 3 M Tris/HCl pH 8,45
0,3 % SDS
Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCl pH 8,9
Kathodenpuffer: 0,1 M Tris, 
0,1 M Tricin
0,1 % SDS (für harnstoffhaltige Gele 0,25 % SDS)
Probenpuffer: 50 mM Tris/HCl pH 6,8
4 % SDS
12 % Glycerol
2 % Mercaptoethanol
0,01 % Brillantblau G (Serva)
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Gelvorbereitung:
Trenngel (16,5 % T, 3 % C): je 3,3 ml Acrylamidlösung und Gelpuffer, 1,1 ml Glycerol, 
H2O zu 10 ml
Harnstoffvariante: ohne Glycerol, dafür 8 M Harnstoff im Gel
Sammelgel (4 % T, 3,5 % C): 0,5 ml Acrylamidlösung, 1,55 ml Gelpuffer, H2O zu 6,25 ml
Das Gießen der Gele erfolgte wie unter 2.7.3.1 beschrieben. Auf ein Spacer-Gel (Schägger und Jagow,
1987) wurde verzichtet. Die Elektrophorese erfolgte bei ca. 150 V (Mini Protean) bis die
Farbstoffbande das Ende des Geles erreichte.
2.7.3.3 Modifizierte Bicin/SDS-PAGE (Wiltfang et al. 1991, 1997; Klafki et al. 1996)
Acrylamidstammlösung: 57 % Acrylamid, 3 % Bisacrylamid in H2O
Trenngelpuffer: 1,6 M Tris
0,4 M H2SO4 pH 8,1
Sammelgelpuffer: 0,8 M Bistris
0,2 M H2SO4 pH 6,7
Kammgelpuffer: 0,72 M Bistris
0,32 M Bicin pH 7,7
Anodenpuffer: 0,2 M Tris
0,05 M H2SO4 pH 8,1
Kathodenpuffer: 0,2 M Bicin
0,1 M NaOH
0,1 % SDS (für harnstoffhaltige Gele 0,25 % SDS)
Probenpuffer: 0,72 M Bistris
0,32 M Bicin
30  % Saccharose
2  % SDS
5 %  Mercaptoethanol
0,01  % Bromphenolblau
Kammgelüberschichtungspuffer: 0,36 M Bistris
0,16 M Bicin
0,1 % SDS (für harnstoffhaltige Gele 0,25 % SDS)
Gelvorbereitung
Trenngel (15 % T, 5 % C): 2,5 ml Trenngelpuffer, 2,5 ml Acrylamidlösung,
2,5 ml Glycerol (70 %), 100 µl SDS (10 %),
H2O zu 10 ml
Harnstoffvariante: ohne Glycerol, dafür 8 M Harnstoff im Gel
Trenngel (10 % T, 5 % C): 2,5 ml Trenngelpuffer, 1,67 ml Acrylamidlösung,
(immer mit Harnstoff) 8 M Harnstoff, 100 µl SDS (10 %), H2O zu 10 ml
Sammelgel: 1 ml Sammelgelpuffer, 200 µl Acrylamidlösung,
20 µl SDS (10 %), H2O zu 2 ml
Kammgel: 1 ml Kammgelpuffer, 250 µl Acrylamidlösung,
14 µl SDS (10 %), H2O zu 2 ml
Entgasen und Polymerisation der Gele erfolgten analog zu 2.7.3.1. Vor dem Auftragen der Proben
wurden die Slots zunächst mit Kathodenpuffer gespült, mit Kammgelüberschichtungspuffer gefüllt und
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die denaturierten Proben unterschichtend aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V (Mini-
Protean Kammer) bzw. 20 mA (Protean II) konstanter Spannung bzw. Stromstärke, bis die
Farbstoffbande gerade aus dem Gel ausgewandert war. 
Die Laufzeiten lagen dabei zwischen ca. 1 h (Mini-Protean, 10 % Trenngel), 2,5 h (Mini-Protean, 15 %
Gel) und ca. 20 h (Protean II, 15 % Trenngel mit Harnstoff).
2.7.4 Coomassiefärbung für Gele und Membranen
Coomassie-Färbelösung: 0,1 % Coomassie Brilliantblau
50 % Methanol
10 % Essigsäure
Entfärbelösung: 50 % Methanol
10 % Essigsäure
Waschlösung: 10 % Methanol
5 % Essigsäure
Zur Anfärbung der Proteine wurden die Gele für 20 min bei Raumtemperatur in Färbelösung ge-
schwenkt. Danach wurde 3× 10 min in Entfärbelösung, anschließend 3× 10 min in Waschlösung ent-
färbt. Nach vollständiger Differenzierung wurden die Gele in 10 %igem Ethanol 20 min gewaschen.
Diese Färbemethode wurde auch für die Visualisierung von Molekulargewichtsmarkern nach Western-
Blot auf PVDF-Membranen genutzt, dabei wurde für ca. 5 min gefärbt und anschließend nach Sicht in
Entfärbelösung differenziert.
2.7.5 Western-Transfer-Analyse (Western-Blot; Towbin et al. 1979; Burnette, 1981)
Blotpuffer für SDS-Proteine: 48 mM Tris
(Bjerrum, 1988) 39 mM Glycin
0,004 % SDS
20 % Methanol
Blotpuffer A4SD: 48 mM Tris
39 mM Glycin
30 % Methanol
Alle Proteinblots erfolgten auf PVDF-Membran (PolyScreen, DuPont). Diese wurde zunächst in
Methanol benetzt und danach ebenso wie das genutzte Filterpapier (Gel blotting paper, Schleicher &
Schuell) für ca. 10 min in Blotpuffer äquilibriert.
Tricin- und Bicin-Gele zur Trennung von Aβ-Peptiden wurden in der Regel im „semi dry“-Verfahren
(TransBlot SD, BioRad) für 60 min bei 10 V geblottet. Als Transferpuffer diente A4SD Blotpuffer.
SDS-Gele zur Auftrennung höhermolekularer Proteine wurden gewöhnlich im Tankverfahren (Trans
Blot und Mini Trans Blot, BioRad) im Bjerrum-Puffer unter Kühlung für ca. 2 h bei 40 V geblottet.
Nach Ende des Transfers wurden die Membranen kurz in TBST gewaschen, der Molekulargewichts-
markerstreifen abgeschnitten und mit Coomassie-Brilliantblau (2.7.4) gefärbt.
Immunchemische Darstellung immobilisierter Proteine mit dem Biotin/Streptavidin/POD-System
Blockierungslösung: 1,5 % fettfreie Trockenmilch
1 % Gelatine in TBST
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Entwicklerlösung für Peroxidasefärbung: 100 mM Tris/HCl pH 8,4
3,36 mM NiCl2
0,56 mM Diaminobenzidin
4,4 M H2O2
Arbeitsschritte
• Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen
Inkubation: 60 min, Raumtemperatur
• Spülen in TBST 2× 5 min
• Primärer Antikörper Lösung des primären Antikörpers in TBST1/2
Inkubation für 60-90 min bei Raumtemperatur
• Spülen in TBST 2× 5 min
• Sekundärer (biotinylierter) Antikörper Lösung des sekundären Antikörpers in TBST1/2 (anti-
Maus IgG 1:2000) 60 min; Raumtemperatur
• Spülen in TBST 2× 5 min
• Streptavidin-gekoppelte Peroxidase ExtrAvidin® in TBST1/2 (1:500), Inkubation für
30-40 min bei Raumtemperatur
• Spülen in TBST 3× 5 min
• Entwickeln Sichtkontrolle, Abstoppen durch Überführung in
TBST; Lufttrocknen
Detektion mit Chemilumineszenzsubstraten:
Die Behandlung der Blots erfolgte analog zum obigen Schema. Als sekundärer Antikörper wurden
jedoch Peroxidase-markierte anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen-IgG-Antikörper (Pierce) in einer
typischen Verdünnung von 1:20000 in TBST1/2 eingesetzt. Nach 45 min Inkubation bei Raum-
temperatur wurde für 3× 10 min in TBST gewaschen und die Membran für 5 min in SuperSignal™
(Pierce) Enhanced Luminol Substrat inkubiert. Die Belichtung erfolgte auf Hyperfilm ECL
(Amersham), wobei die jeweilige Belichtungszeit im Bereich von 10 s bis 5 min lag und in jedem Fall
empirisch bestimmt wurde. Die photochemische Verarbeitung der Filme erfolgte wie unter 2.6.3.4
beschrieben. Für eine quantitative Auswertung wurden Belichtungsreihen erstellt, um abzusichern, daß
keine Sättigung der Filmschwärzung erreicht wurde. Die Filme wurden entweder über Flachbettscanner
(Scanjet 6100c, Hewlett Packard) oder ein Videokamera-gestütztes Bildauswertungssystem (MCID,
Imaging Research Ontario) digitalisiert und anschließend semiquantitativ analysiert (Softwarepaket
Tina v2.09; Raytest, Straubenhard).
Mehrfachdetektion am Western-Blot
„Stripping“ Puffer für Blots: 50 mM Tris/HCl pH 6,8
2 % SDS
100 mM β-Mercaptoethanol
Nach erfolgter Chemilumineszenzentwicklung wurden Detektions- und sekundäre Antikörper durch
Inkubation der Membran in „stripping buffer“ entfernt (30 min, 52 °C). Nach kurzem Spülen in TBST
wurde durch Zusatz von Lumineszenzsubstrat und Filmbelichtung (ca. 3-4 min) überprüft, ob noch
Peroxidaseaktivität auf der Membran vorhanden war. Anschließend konnte nach erneuter Inkubation in
Blockierungslösung eine Detektion mit einem neuen Primärantikörper vorgenommen werden. Western-
Blots zur Detektion von Aβ-Peptiden konnten jedoch nicht mehrfach genutzt werden.
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2.7.6 Immunhistochemische und immuncytochemische Methoden
Fixativ: 4 % Formaldehyd
4 % Saccharose in PBS
Blockierungslösung: 0,3 % Milchpulver
0,1 % Gelatine
0,3 % Triton X-100 in PBS
Färbelösung: 0,2 mg/ml Diaminobenzidintetrahydrochlorid
0,0015 % H2O2 in PBS
Zur immunhistochemischen Charakterisierung wurden auf Objekträgern gewachsene Kulturen zunächst
in PBS gewaschen und anschließend durch folgende Reaktionsschritte geführt:
• Fixierung 30 min, 37 °C
• Waschen PBS, 3× 5 min, Raumtemperatur
• Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen
30 min, Raumtemperatur
• primärer Antikörper Inkubation bei Raumtemperatur in 10 %
Blockierungslösung über Nacht;
Arbeitskonzentrationen der Antikörper s. 3.4.1
• Waschen PBS, 3× 5 min, Raumtemperatur
• sekundärer (biotinylierter) Antikörper anti-Maus-IgG oder anti-Kaninchen-IgG aus Schaf
oder Esel (Amersham), 1:1000 in PBS, 60 min,
Raumtemperatur
• Waschen PBS, 3× 5 min, Raumtemperatur
• Streptavidin-Peroxidase-Konjugat ExtrAvidin® (Sigma) 1:2000 in PBS, 60 min,
Raumtemperatur
• Farbentwicklung 10 min
• Waschen PBS, 3× 5 min, Raumtemperatur
• Einbetten Aquatex (Merck)
Anschließend erfolgte die lichtmikroskopische Auswertung und fotografische Dokumentation der
Präparate.
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3 Ergebnisse
3.1 cDNA-Klonierung und Sequenzierung des Meerschweinchen-APP
Gewählte Klonierungsstrategie und initiale PCR-Amplifizierung
Für die Klonierung des Meerschweinchen-APP wurde eine auf homologer PCR basierende Strategie
gewählt, welche auf die Etablierung und das Durchmustern von Gen-Bibliotheken verzichtet. Dieser
Ansatz wurde durch die vorhandenen Vorkenntnisse ermöglicht. Zum einen beschrieben Johnstone et
al. (1991) eine ca. 150 bp große cDNA-Teilsequenz des Meerschweinchen-APP im Bereich der Aβ-
Region. Zum anderen sind relativ stark ausgeprägte Homologien zwischen den beschriebenen APP-
Sequenzen von Mensch, Rhesusaffe, Ratte und Maus bekannt (vgl. 1.2.3). 
Daher wurden in initialen Experimenten zunächst eine Reihe von PCR-Primern auf ihre Fähigkeit
getestet, APP aus Meerschweinchen Hirn cDNA zu amplifizieren. Die erhaltenen Produkte wurden
durch Southern-Hybridisierung unter Nutzung einer humanen APP cDNA-Sonde auf „APP-
Ähnlichkeit“ kontrolliert. Die Lage ausgewählter PCR-Primerpaare und der damit erhaltenen
Produkte, die ca. 90 % des gesamten Leserahmens des Meerschweinchen-APP abdecken, sind in Abb.
3-1 dargestellt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden zur weiteren Charakterisierung in den Vektor
pCR-Script kloniert. Eine Übersicht der erstellten Konstrukte wird in Anlage 3 im Anhang gegeben.
EXON 7/8
EXON 15
APP 695 cDNA
PCR I
PCR II
PCR III
PCR IV
PCR V
sh1495 / ag2135
srm036 / ag2135
sr841 / ag2135
sm629 / ag2135
sm629 / ag1150
λ 123
A B
0 I II III V λ0IVam
>
1375 -
2027 -
1584 -
4268 -
bp bp bp
- 4268
564 -
- 2027
- 1584
- 564
- 123
- 369
Abb. 3-1: Initiale PCR-Amplifizierung von Fragmenten des Meerschweinchen-APP aus Hirn cDNA
A: Darstellung der genutzten PCR-Primerpaare und der Lage der erwarteten Produkte der PCR-
Ansätze I-V am Beispiel der APP 695 cDNA. Zusätzlich ist die Lage der alternativ gespleißten
Exons 7/8 sowie 15 angegeben. Die Bezeichnung der PCR-Primer folgt Tabelle 2-1.
B: Gelelektrophoretische Trennung der PCR-Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese (1 %
bzw. 1,5 %; TAE)
λ: Größenmarker λ-DNA EcoRI/HindIII hydrolysiert; 123: Größenmarker 123 bp-Leiter; 
0: PCR-Leerkontrolle; am: Amplifizierung mit dem Primerpaar sm629/am1886 liefert keine
spezifischen Produkte erwarteter Größe.
I-V: Produkte der PCR-Ansätze I-V
Unter Nutzung der Primerpaare II, IV und V konnten bereits alternative Spleißformen detektiert
werden. Die in PCR V bei ca. 500 bp erkennbare Bande (>) wurde als p500 in pCR-Script kloniert
und teilweise sequenziert. Die Sequenz zeigt jedoch keine Ähnlichkeit zur APP- oder anderen, in
Genbank bzw. der EMBL-Nucleotiddatenbank enthaltenen, Sequenzen.
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Klonierung der cDNA-Enden
Nach der partiellen Sequenzierung der klonierten PCR-Produkte wurden neue Primer entworfen
(ax093, ax164, sg2015), welche zur Klonierung der 3’- und 5’-Enden der APP cDNA genutzt werden
konnten. Dabei wurde ebenfalls von aus Hirngewebe isolierter Poly(A)+-RNA ausgegangen und eine
Kombination verschiedener PCR-Techniken angewendet. Das 3’-Ende der cDNA wurde durch RACE
(„rapid amplification of cDNA ends“) amplifiziert. Da Versuche zum 5’-RACE zunächst erfolglos
blieben, wurden in einer modifizierten Form der sogenannten „inversen PCR“ beide Enden der cDNA
amplifiziert. Ein Überblick über diese Klonierungstechniken wird in den Abbildungen 3-2 und 3-3
gegeben. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden ebenfalls in pCR-Script kloniert bzw. direkt
sequenziert. Zusätzlich wurden in den erhaltenen Konstrukten eine Reihe von Deletionen erzeugt, um
die vollständige Sequenzierung der Klone zu ermöglichen (Abb. 3-2/Abb. 3-3).
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Abb. 3-2: Klonierung des 3’-Endes der Meerschweinchen-APP cDNA durch 3’-RACE
A: Agarose-Gelelektrophorese des 3’-RACE Produktes (1 % Agarose, TAE) zeigt eine
dominierende Bande von ca. 1180 bp.
B: Schematische Darstellung der Lage des in pCR-Script klonierten RACE-Produktes
(pMBAPPIII) relativ zur APP 695 cDNA sowie der aus diesem Konstrukt abgeleiteten
Deletionsplasmide pMBAPPIII-D und D2.
Sequenzierung
Alle erhaltenen PCR-Produkte wurden im folgenden zur Sequenzierung herangezogen. Dazu wurden
bevorzugt die PCR-Produkte direkt analysiert, um mögliche PCR-bedingte Artefakte auszuschließen.
Klonierte PCR-Produkte wurden sowohl unter Nutzung der Vektor-Sequenzierprimer (T3, T7, SP6,
M13), als auch interner genspezifischer Primer analysiert (sm629, sr841, ag1150, ag2135). In der
Regel wurden mindestens 4 Klone, welche den gesuchten Sequenzabschnitt enthielten, sequenziert.
Im Bereich der 5’-nichttranslatierten Region wurden nur 3 Klone analysiert, deren Sequenz sich
jedoch als identisch erwies. Aus über 60 Teilsequenzen konnte zunächst die komplette cDNA-
Sequenz des APP 695 erstellt werden (Abb. 3-4).
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Abb. 3-3: Strategie und Ergebnisse der inversen PCR zur simultanen Klonierung beider cDNA-Enden
A: Ausgehend von 1 µg Poly(A)+-RNA aus Hirngewebe erfolgte die Synthese von ds cDNA sowie
deren Selbstligation (DNA Ligation Kit, Takara). 1/100 des zirkulären cDNA-Pools wurde unter
Nutzung der Primer ax093 und sg2015 amplifiziert (Expand HiFi System, Boehringer). 1/5 des
PCR-Ansatzes wurde elektrophoretisch getrennt (1 % Agarose, TAE). Nach erneuter präparativer
Gelelektrophorese wurde das Produkt aus dem Gel gereinigt und in den Vektor pCR-Script
kloniert. Dabei wurden 3 Klone (pMBAPP7-1/4 sowie pMBAPP8) erhalten. 
B: Aus den klonierten Produkten wurden eine Reihe von Deletionsplasmiden erzeugt, um die
vollständige Sequenzierung der Inserts zu ermöglichen. Die entgegengesetzte Orientierung des
Inserts in den Klonen pMBAPP7 und pMBAPP8 erlaubte unterschiedliche Deletionen unter
Nutzung von Restriktionsschnittstellen innerhalb des Inserts sowie der „Multi Cloning Site“.
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Abb. 3-4: Sequenzierstrategie des APP 695 
Schematische Darstellung der Lage der Sequenzierläufe (getrennt nach direkt analysierten und
klonierten PCR-Produkten). Die durchschnittliche sichere Leseweite je Sequenzierreaktion betrug
beim manuellen Sequenzieren (2.2.6.8.1) ca. 200 b. Unter Nutzung des ABI 373 Systems und
„Dye Terminator“ Chemie (2.2.6.8.2) wurden sichere Leseweiten zwischen 350 und 500 b erzielt.
Analog zum bisher für APP 695 beschriebenen Vorgehen erfolgte die Klonierung von Fragmenten,
welche die alternativ gespleißten Exons 7 und 8 enthielten. Dazu wurde von RNA aus Meer-
schweinchen-Leber ausgegangen. Die nach cDNA-Synthese und Amplifizierung mit den PCR-
Primern sm629 und ag1150 erhaltenen Produkte wurden in den Vektor pZERO kloniert und
sequenziert (Abb. 3-5).
EcoO109, 1077
HincII, 1123
XhoI, 1135
Exon7 Exon8
pMBAPP4
pZAPP1-x
PCR
123 0 P
< 521 bp
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Abb. 3-5: Amplifizierung und Sequenzierstrategie alternativ gespleißter Isoformen des
Meerschweinchen-APP
A: Gelelektrophorese der PCR-Produkte (1,5 % Agarose, TAE) nach Amplifizierung von Leber
cDNA unter Nutzung der Primer sm629/ag1150
123: Größenmarker 123 bp-Leiter; 0: PCR-Leerkontrolle; P: PCR-Produkte
B: Schematische Darstellung des PCR-Produktes sm629/ag1150 sowie der Sequenzierstrategie
KPI-haltiger Isoformen
pMBAPP4: 1 Klon APP 751; pZAPP1-x: 3 Klone APP 770; PCR: PCR-Produkt, nur unter
Nutzung des Primers ag1150 sequenziert
Die Ergebnisse der Sequenzierungen wurden zu der in Abb. 3-6 dargestellten kompletten cDNA-
Sequenz zusammengefaßt.
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-151
                           agtcggcagcggtaggcgactgcacccggagctgtgcgagcgcagggaccccggagacggca -90
-89 gtggcggcggcgactcgggcagaccaagggcgcggcggatcgcattcgcacagcagctggcgcactcggtgccccgcgcgagggtaccg 0
1 ATGCTGCCCAGTTTGGCATTGCTTCTACTGACAACCTGGACGGCTCGGGCGTTGGAGGTGCCCACTGATGGCAATGCCGGCCTGCTGGCG 90
M  L  P  S  L  A  L  L  L  L  T  T  W  T  A  R  A  L  E  V  P  T  D  G  N  A  G  L  L  A
91 GAACCCCAGATCGCTATGTTCTGTGGCAAACTGAACATGCACATGAATGTGCAGAATGGGAAGTGGGAGCCGGATCCATCGGGGACCAAG 180
E  P  Q  I  A  M  F  C  G  K  L  N  M  H  M  N  V  Q  N  G  K  W  E  P  D  P  S  G  T  K
181 ACCTGCATTGGCAGCAAGGAAGGCATCCTGCAGTACTGCCAGGAGGTCTACCCTGAGCTGCAGATCACCAACGTGGTAGAAGCCAACCAA 270
T  C  I  G  S  K  E  G  I  L  Q  Y  C  Q  E  V  Y  P  E  L  Q  I  T  N  V  V  E  A  N  Q
271 CCAGTGACCATCCAGAACTGGTGCAAGCGGAGCCGCAAGCAGTGCAAGACCCATCCCCACTTCGTGATTCCTTACCGCTGCTTAGTTGGT 360
P  V  T  I  Q  N  W  C  K  R  S  R  K  Q  C  K  T  H  P  H  F  V  I  P  Y  R  C  L  V  G
361 GAGTTTGTAAGTGACGCCCTCCTCGTTCCTGACAAGTGCAAATTCTTACACCAGGAGCGGATGGATGTTTGTGAGACACACCTTCACTGG 450
E  F  V  S  D  A  L  L  V  P  D  K  C  K  F  L  H  Q  E  R  M  D  V  C  E  T  H  L  H  W
451 CACACCGTTGCCAAAGAGACATGCAGTGAGAAAAGCACCAACTTGCATGACTATGGCATGCTGCTGCCTTGTGGAATTGACAAGTTCCGA 540
H  T  V  A  K  E  T  C  S  E  K  S  T  N  L  H  D  Y  G  M  L  L  P  C  G  I  D  K  F  R
541 GGGGTGGAGTTTGTGTGTTGCCCGCTGGCTGAAGAAAGTGACAATATTGATTCAGCTGATGCAGAAGAGGATGACTCAGATGTCTGGTGG 630
G  V  E  F  V  C  C  P  L  A  E  E  S  D  N  I  D  S  A  D  A  E  E  D  D  S  D  V  W  W
631 GGCGGAGCCGACACAGACTATGCAGATGGCAGTGAAGACAAAGTAGTGGAAGTAGCAGAGGAGGAAGAAGTGGCAGATGTTGAGGAAGAA 720
G  G  A  D  T  D  Y  A  D  G  S  E  D  K  V  V  E  V  A  E  E  E  E  V  A  D  V  E  E  E
721 GAAGCCGATGATGACGAGGATGTGGAGGACGGTGATGAGGTAGAGGAGGAGGCCGAGGAGCCCTATGAAGAAGCCACAGAGAAGACCACC 810
E  A  D  D  D  E  D  V  E  D  G  D  E  V  E  E  E  A  E  E  P  Y  E  E  A  T  E  K  T  T
811 AGCATCGCCACCACTACCACCACCACCACGGAGTCTGTGGAAGAGGTGGTTCGAGAGGTGTGCTCTGAACAAGCTGAGACGGGGCCATGC 900
S  I  A  T  T  T  T  T  T  T  E  S  V  E  E  V  V  R  E  V  C  S  E  Q  A  E  T  G  P  C
901 CGATCAATGATCTCCCGCTGGTACTTTGATGTCACTGAAGGGAAGTGCGCCCCATTCTTTTACGGCGGATGTGGAGGCAACAGGAACAAC 990
R  S  M  I  S  R  W  Y  F  D  V  T  E  G  K  C  A  P  F  F  Y  G  G  C  G  G  N  R  N  N
991 TTTGACACAGAAGAATACTGCATGGCCGTGTGTGGCAGCGTCATGTCCCAAAATCTGCTGAAGACTAGCGGGGAACCTGTTTCCCAAGGT 1080
F  D  T  E  E  Y  C  M  A  V  C  G  S  V  M  S  Q  N  L  L  K  T  S  G  E  P  V  S  Q  G
1081 CCTGTTAAACTTCCTACCACAGCAGCCAGCACCCCGGATGCCGTTGACAAGTATCTCGAGACCCCTGGTGATGAGAATGAGCATGCCCAC 1170
P  V  K  L  P  T  T  A  A  S  T  P  D  A  V  D  K  Y  L  E  T  P  G  D  E  N  E  H  A  H
1171 TTCCAGAAAGCCAAAGAGAGGCTGGAGGCCAAGCACAGGGAGAGGATGTCCCAGGTCATGAGAGAATGGGAAGAGGCGGAACGGCAAGCC 1260
F  Q  K  A  K  E  R  L  E  A  K  H  R  E  R  M  S  Q  V  M  R  E  W  E  E  A  E  R  Q  A
1261 AAGAATTTGCCCAAGGCCGATAAGAAGGCTGTGATCCAGCATTTCCAGGAGAAAGTGGAATCCCTGGAGCAGGAAGCAGCCAATGAGAGG 1350
K  N  L  P  K  A  D  K  K  A  V  I  Q  H  F  Q  E  K  V  E  S  L  E  Q  E  A  A  N  E  R
1351 CAGCAGCTGGTGGAAACCCACATGGCCAGAGTGGAAGCCATGCTCAACGACCGCCGCCGCCTGGCCCTGGAGAACTACATCACTGCCCTG 1440
Q  Q  L  V  E  T  H  M  A  R  V  E  A  M  L  N  D  R  R  R  L  A  L  E  N  Y  I  T  A  L
1441 CAGGCTGTGCCGCCCCGGCCTCGTCATGTGTTCAACATGCTGAAGAAGTACGTTCGTGCTGAGCAGAAGGACAGGCAGCACACCCTGAAG 1530
Q  A  V  P  P  R  P  R  H  V  F  N  M  L  K  K  Y  V  R  A  E  Q  K  D  R  Q  H  T  L  K
1531 CATTTTGAACATGTGCGCATGGTGGATCCCAAGAAGGCTGCCCAGATCCGATCCCAGGTTATGACACACCTCCGTGTGATCTATGAGCGC 1620
H  F  E  H  V  R  M  V  D  P  K  K  A  A  Q  I  R  S  Q  V  M  T  H  L  R  V  I  Y  E  R
1621 ATGAACCAGTCTCTCTCCCTGCTCTACAACGTCCCTGCCGTGGCTGAGGAGATTCAGGATGAAGTTGATGAGCTGCTCCAGAAAGAACAG 1710
M  N  Q  S  L  S  L  L  Y  N  V  P  A  V  A  E  E  I  Q  D  E  V  D  E  L  L  Q  K  E  Q
1711 AACTACTCAGATGATGTCTTGGCCAACATGATCAGTGAACCTCGAATCAGTTACGGAAATGATGCTCTTATGCCTTCTTTGACGGAAACC 1800
N  Y  S  D  D  V  L  A  N  M  I  S  E  P  R  I  S  Y  G  N  D  A  L  M  P  S  L  T  E  T
1801 AAAACCACCGTGGAGCTCCTCCCTGTCAATGGAGAGTTTAGCCTGGATGATCTCCAGCCCTGGCATCCTTTTGGGGTAGATTCTGTCCCG 1890
K  T  T  V  E  L  L  P  V  N  G  E  F  S  L  D  D  L  Q  P  W  H  P  F  G  V  D  S  V  P
1891 GCCAATACGGAAAATGAAGTTGAGCCCGTTGATGCCCGTCCAGCGGCCGACCGAGGACTGACCACTCGACCAGGTTCTGGGTTGACAAAT 1980
A  N  T  E  N  E  V  E  P  V  D  A  R  P  A  A  D  R  G  L  T  T  R  P  G  S  G  L  T  N
1981 ATCAAGACAGAGGAGATCTCGGAAGTAAAGATGGATGCAGAATTCCGACATGACTCAGGATATGAAGTCCATCATCAAAAACTGGTGTTC 2070
I  K  T  E  E  I  S  E  V  K  M  D  A  E  F  R  H  D  S  G  Y  E  V  H  H  Q  K  L  V  F
2071 TTTGCAGAAGATGTGGGTTCAAACAAAGGTGCAATTATCGGACTCATGGTCGGTGGCGTTGTCATAGCAACAGTGATTGTCATCACTTTG 2160
F  A  E  D  V  G  S  N  K  G  A  I  I  G  L  M  V  G  G  V  V  I  A  T  V  I  V  I  T  L
2161 GTGATGCTGAAGAAGAAACAGTACACGTCCATCCATCATGGTGTGGTGGAGGTTGACGCTGCTGTGACCCCTGAGGAGCGCCACCTGTCC 2250
V  M  L  K  K  K  Q  Y  T  S  I  H  H  G  V  V  E  V  D  A  A  V  T  P  E  E  R  H  L  S
2251 AAGATGCAACAGAATGGCTACGAGAATCCAACTTACAAGTTCTTCGAACAGATGCAGAACTAGACCTCCACCACAGCAGCCTCTGAATGT 2340
K  M  Q  Q  N  G  Y  E  N  P  T  Y  K  F  F  E  Q  M  Q  N  *
2341 tggacagcgtaaaaccattgcttcacgacccatcggtgttcatttctagaataatgtgggaagaaacaaacccttctgttttattattta 2430
2431 ctcattactgcctttgacagctgtgctgtaacacaaagtagatgcctgaacttgaattaatatacaaatcagtaatgtattctctctctt 2520
2521 tacattttggtctctacactacattattaatgggttttgtgtactgtaaagaatttagctgtatcaaactagtgcatgaatagattctct 2610
2611 tctgattatttatcacatgcatatagctccttagccagttgtatattattcttgtggtttgtgatccaattaagtcctacttgaaatacg 2700
2701 ctttaaaaatcgatggggatgcttacatgtgaacgtgggagtttagctgcgctctcttgcctacgtattcttttcctgatcactatgcat 2790
2791 tttaaagttaaaactttttttagtattccaaatgatttagagattttttttttccatgattgcattttactgtacagattgctgcttctg 2880
2881 ctatatttgtgacataggaattaagaagatacgtttatttctttgtgcctgttttatgtgcacacatgaggcattgagaattttttgtcc 2970
2971 ataaatctttggatctttgataaaaaaaaatccctgttcattgtaagcacttttatgggtgggagagagggagtgctctgccggtctcaa 3060
3061 attaccaacaattctccaaaaacttttttctgcaggattattgtacagaatcattgcttatgccatgatagctttctacactgtattaca 3150
3151 taaataaattaaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Abb. 3-6: Nucleotid- und abgeleitete Proteinsequenz des Meerschweinchen-APP
Alternativ gespleißte Bereiche (Exon 7, 8 und 15) sind einfach, die Aβ-Domäne doppelt
unterstrichen. Diese Sequenz wurde unter den Nummern X97631 und X99198 in der EMBL-
Nucleotid Datenbank niedergelegt.
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Cavia sp. 1 MLPSLALLLLTTWTARALEVPTDGNAGLLAEPQIAMFCGKLNMHMNVQNGKWEPDPSGTKTCIGSKEGIL 70
H.sapiens 1 ...G......AA...........................R............DS.........DT..... 70
M.fascicularis 1 ...G......AA...........................R............DS.........DT..... 70
R.norvegicus 1 ..........AA..V......................................S..........T..... 70
M.musculus 1 ..........AA..V......................................S..........T..... 70
Cavia sp. 71 QYCQEVYPELQITNVVEANQPVTIQNWCKRSRKQCKTHPHFVIPYRCLVGEFVSDALLVPDKCKFLHQER 140
H.sapiens 71 ..............................G....................................... 140
M.fascicularis 71 ..............................G....................................... 140
R.norvegicus 71 ..............................G.......T.I............................. 140
M.musculus 71 ..............................G.......T.I............................. 140
Cavia sp. 141 MDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPLAEESDNIDSADAEEDDSDVWW 210
H.sapiens 141 .......................................................V.............. 210
M.fascicularis 141 .......................................................V.............. 210
R.norvegicus 141 ......................................................S............... 210
M.musculus 141 ......................................................SV.............. 210
Cavia sp. 211 GGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVADVEEEEADDDEDVEDGDEVEEEAEEPYEEATEKTTSIATTTTTTT 280
H.sapiens 211 .........................E...........D...................R............ 280
M.fascicularis 211 .........................E...........D...................R............ 280
R.norvegicus 211 ..........G.....................E........................R............ 280
M.musculus 211 V.........G..............................................R...T........ 280
Cavia sp. 281 ESVEEVVREVCSEQAETGPCRSMISRWYFDVTEGKCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEYCMAVCGSVMSQNLL 350
H.sapiens 281 .....................A.........................................A...S.. 350
M.fascicularis 281 .....................A.............................................S.R 350
R.norvegicus 281 .....................A..........................................S..S.. 350
M.musculus 281 .....................A..............V...........................ST.S.. 350
Cavia sp. 351 KTSGEPVSQGPVKLPTTAASTPDAVDKYLETPGDENEHAHFQKAKERLEAKHRERMSQVMREWEEAERQA 420
H.sapiens 351 ..TQ..LARD............................................................ 420
M.fascicularis 351 ..TR..LTRD............................................................ 420
R.norvegicus 351 ..TS..LP.D............................................................ 420
M.musculus 351 ..TS..LP.D.D.......................................................... 420
Cavia sp. 421 KNLPKADKKAVIQHFQEKVESLEQEAANERQQLVETHMARVEAMLNDRRRLALENYITALQAVPPRPRHV 490
H.sapiens 421 ...................................................................... 490
M.fascicularis 421 ...................................................................... 490
R.norvegicus 421 ...................................................................H.. 490
M.musculus 421 ...................................................D.....I.........H.. 490
Cavia sp. 491 FNMLKKYVRAEQKDRQHTLKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHLRVIYERMNQSLSLLYNVPAVAEEIQD 560
H.sapiens 491 ...................................................................... 560
M.fascicularis 491 ...................................................................... 560
R.norvegicus 491 ...................................................................... 560
M.musculus 491 .................................T.................................... 560
Cavia sp. 561 EVDELLQKEQNYSDDVLANMISEPRISYGNDALMPSLTETKTTVELLPVNGEFSLDDLQPWHPFGVDSVP 630
H.sapiens 561 ..............................................................S..A.... 630
M.fascicularis 561 ..............................................................S..A.... 630
R.norvegicus 561 ...................................................................... 630
M.musculus 561 ...................................................................... 630
Cavia sp. 631 ANTENEVEPVDARPAADRGLTTRPGSGLTNIKTEEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKG 700
H.sapiens 631 ...................................................................... 700
M.fascicularis 631 ...................................................................... 700
R.norvegicus 631 .............................................G....F..R................ 700
M.musculus 631 .............................................G....F..R................ 700
Cavia sp. 701 AIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKKQYTSIHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQNGYENPTYKFFEQMQN 770
H.sapiens 701 ...................................................................... 770
M.fascicularis 701 ...................................................................... 770
R.norvegicus 701 ...................................................................... 770
M.musculus 701 ...................................................................... 770
Abb. 3-7: Vergleich der APP-Aminosäuresequenzen verschiedener Spezies
Unter Nutzung der Clustal-Algorithmen (Megalin, Lasergene Package, DNA-Star) wurden die aus
den cDNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen der APP Isoform 770 von Cavia sp.,
H. sapiens, M. fascicularis, R. norvegicus und M. musculus miteinander verglichen.
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Sequenzvergleich und -analyse
Sowohl die cDNA- als auch die abgeleitete Aminosäuresequenz des Meerschweinchen-APP wurde
einem Vergleich mit den bereits publizierten APP cDNA-Sequenzen voller Länge von Mensch
(1.2.3.1), Macaca fascicularis (Podlisny et al. 1991), Ratte (Shivers et al. 1988; Kang und Müller-
Hill, 1989) und Maus (Yamada et al. 1987; 1989) unter Nutzung der Clustal-Algorithmen unterzogen
(Abb. 3-7). Aus diesen Daten wurde der in Abb. 4-1 dargestellte vereinfachte phylogenetische Baum
konstruiert. Die Sequenzähnlichkeit des Meerschweinchen-APP zum humanen APP ist jedoch noch
geringfügig größer als die Ähnlichkeit zwischen humanem und Nager-APP (Tab. 3-1).
Bereiche relativ großer Sequenzunterschiede liegen dabei in den Exons 1 und 8 (Signalpeptid und
MRC-Ox2 Domäne; vgl. Abb. 3-7). In diesen Bereichen beträgt die Homologie der Meer-
schweinchen-APP cDNA zu den bekannten APP-Sequenzen ca. 75-80 %. Einzeln miteinander
verglichen zeigen die übrigen Exons jeweils Ähnlichkeiten von >85 % bis zu >95 % zwischen den
genannten Spezies.
Tab. 3-1: Homologien des Meerschweinchen-APP im Vergleich zu bekannten APP-Sequenzen
Die Daten wurden jeweils aus einem Clustal-Alignment der cDNA- (obere Zeile) bzw. abgeleiteten
Proteinsequenzen des APP 770 (untere Zeile jedes Feldes) unter Nutzung gewichteter
Wertetabellen berechnet (alle Angaben in %).
Cavia sp. H. sapiens M. fascicularis M. musculus R. norvegicus
Cavia sp. *** 96,9 96,9 95,8 96,9
90,7 90,3 88,1 88,9
H. sapiens *** 99,5 96.7 97.1
98,0 89,1 88.9
M. fascicularis *** 96,1 96,9
88,6 88,9
M. musculus *** 98.9
94.6
R. norvegicus ***
3.2 RNA-Analyse - Expression von APP in Meerschweinchengeweben
3.2.1 Aussagen zur Struktur und Größe der mRNA
Meerschweinchen-APP-mRNA wird im Gehirn, wie auch in peripheren Organen im wesentlichen als
ein im Northern-Blot detektierbares Transkript mit einer Größe von ca. 3,3-3,6 kb exprimiert. Die im
Rahmen der Arbeiten zur Klonierung erhaltenen Ergebnisse (3.1) deuten im weiteren darauf hin, daß
zumindest im Gehirn sowohl das 5’- als auch das 3’-Ende der APP-mRNA im wesentlichen homogen
vorzuliegen scheinen. Diese Aussage wird durch die Ergebnisse der inversen PCR (Abb. 3-3), der
Arbeiten zur 3’-RACE (Abb. 3-2) sowie aus durchgeführten Experimenten zur Klonierung des 5’-
Endes der mRNA über ein 5’-RACE (Daten nicht gezeigt) unterstützt, da hier jeweils ein singuläres
Produkt erhalten wurde. Daher sollten sowohl die Stellen des Transkriptionsstartes als auch die
Polyadenylierungssignale in eng begrenzten Sequenzbereichen liegen. Diese verbleibende Unsicher-
heit wird durch das Auflösungsvermögen der genutzten Gelsysteme bestimmt. Zur Aufklärung der
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Struktur des 5’-Endes der mRNA wurden Vorversuche zur Primerverlängerungsanalyse von Hirn-
Poly(A)+-RNA unter Nutzung des Primers ax192 durchgeführt, welche ebenfalls zu einem
dominierenden singulären Produkt führten (Daten nicht gezeigt).
3.2.2 Aussagen zur Gesamt-APP-Expression (Northern-Blot-Analysen)
Sondenauswahl
Zur Synthese einer isoformunspezifischen („Gesamt-APP“) Sonde wurde das Plasmid pMBAPPI-1
genutzt, ein kloniertes Produkt der PCR I (Abb. 3-1) im Vektor pCR-Script. Da als interner Standard
zur Normierung der Signale zunächst GAPDH-mRNA genutzt werden sollte (Slagboom et al. 1990),
wurde unter Verwendung der gegen Ratten-GAPDH entworfenen Primer GAP1/GAP2 (Temesgen,
1994) aus Meerschweinchen-Hirn cDNA ein 387 bp großes Produkt amplifiziert und in den
Transkriptionsvektor pCR-Script kloniert. Zwei Klone (pMSGAP1/2) wurden vollständig sequenziert.
Die Sequenz des PCR-Produktes zeigt eine Identität von >90 % zu den bekannten GAPDH-Sequenzen
und konnte damit zweifelsfrei als GAPDH identifiziert werden, obwohl die cDNA-Sequenz der Meer-
schweinchen-GAPDH bisher nicht beschrieben wurde. Die Sequenz des cDNA-Fragmentes und ein
Vergleich mit Ratten-GAPDH sind in im Anhang dargestellt (Anlage 4). Als Template zur
Herstellung einer β-Actin-spezifischen Sonde wurde pTRI-Actin (Ambion) genutzt. Diese Sonde
erwies sich als kreuzreaktiv mit Meerschweinchen-β-Actin. Von den genannten Plasmiden wurden
durch in vitro Transkription die zur Hybridisierung genutzten 32P-markierten Sonden hergestellt (Tab.
3-2).
Tab. 3-2: Übersicht der zur Northern-Hybridisierung genutzten Sonden
Plasmid Linearisierung Transkription der
antisense-Sonde
Größe der Sonde Zielsequenz
pMBAPPI-1 BamHI T3 689 b Gesamt-APP
pMSGAP1 SacII T7 489 b GAPDH
pTRI-Actin linear T7 160 b β-Actin (Maus)
Normierung des Systems
Von besonderer Bedeutung erwies sich die Auswahl des internen Standards zur Normierung der APP-
Expression. Zunächst wurde GAPDH-mRNA als ein interner Standard zur Normierung der Signale
ausgewählt. Während bei der Untersuchung von Hirnregionen (Abb. 3-8 A) und primären
Zellkulturen (Daten nicht gezeigt) sowohl Normierungen auf GAPDH als auch auf rRNA (28 S)
ähnliche relative APP-Transkriptmengen anzeigten, gab es im Vergleich der RNA peripherer Gewebe
beim Bezug auf GAPDH-, wie auch auf β-Actin-mRNA sehr große Unterschiede im relativen APP-
Transkriptniveau (Abb. 3-8 B). Zur vergleichenden Abschätzung der APP-Expression in peripheren
Organen wurde daher der Bezug auf 28 S rRNA gewählt.
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Abb. 3-8: Northern-Hybridisierung und Vergleich unterschiedlicher Normierungen
Darstellung der Hybridisierungssignale eines typischen Experimentes:
RNA-Blots mit jeweils ca. 5 µg total RNA wurden sequentiell mit 32P-markierten as-RNA-Sonden
gegen APP, GAPDH und β-Actin hybridisiert. Die Hybridisierungssignale der APP-Sonde wurden
jeweils gegen GAPDH- bzw. β-Actin-mRNA sowie 28 S und 18 S rRNA normiert und miteinander
verglichen. 
A: Im Vergleich verschiedener Hirnregionen führen alle Normierungen zu vergleichbaren
Ergebnissen.
B: Im Vergleich peripherer Organe stark unterschiedlicher Expressionsmuster führen die
Normierungen gegen GAPDH- und β-Actin-mRNA zu unbefriedigenden Ergebnissen. So wird
beispielsweise das Expressionsniveau in der Niere zwar reproduzierbar erfaßt, die hohe Expression
in der Lunge jedoch entweder verdeckt (β-Actin) oder überproportional erhöht dargestellt
(GAPDH). Für einen Übersichtsvergleich der Expressionsniveaus in den peripheren Organen
wurde daher im weiteren die Normierung auf 28 S rRNA genutzt.
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APP-Expression in Meerschweinchengeweben
In allen Northern-Blot Analysen wurde APP als dominierendes Transkript von ca. 3,5 kb Länge
detektiert. Ein Vergleich der APP-Expression in verschiedenen Hirnregionen zeigte keine
wesentlichen Unterschiede hinsichtlich des APP-Transkriptniveaus (Abb. 3-9B). In allen untersuchten
peripheren Organen wurde APP-mRNA exprimiert. Eine besonders starke Expression konnte vor
allem in Lunge und Niere beobachtet werden (Abb. 3-9C).
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Abb. 3-9: Expression der APP-mRNA in Hirnregionen und peripheren Geweben
A: Autoradiogramm eines typischen Experiments. Jeweils 5 µg total-RNA der unter B
angegebenen Hirnregionen wurden durch Elektrophorese in 1,1 %igen Formaldehyd-Agarosegelen
getrennt und auf Qiabrane Nylonmembran geblottet. Die Blots wurden zunächst mit einer APP-,
anschließend mit einer GAPDH-Sonde hybridisiert, gewaschen und autoradiographisch
ausgewertet. Die Belichtungszeit für APP betrug 24 h, für GAPDH 6 h.
B: Zusammenfassung der Expression in einzelnen Hirnregionen normiert auf GAPDH-mRNA. Es
treten keine signifikanten Unterschiede auf.
C: Expression der APP mRNA in peripheren Geweben. Zur Normierung wurde hier 28 S rRNA
genutzt. Neben der starken Expression im Hirn wird APP ähnlich stark in Lunge und Niere
exprimiert.
Aufgetragen sind jeweils Mittelwerte ± Standardabweichung aus mindestens 3 Gewebeproben in
Doppelbestimmung.
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3.2.3 Charakterisierung des alternativen Spleißens
Qualitative Detektion der APP-Spleißformen
Nachdem bereits in Vorversuchen zur PCR-Amplifizierung von Fragmenten der Meerschweinchen-
APP cDNA Hinweise auf das Vorliegen alternativ gespleißter Isoformen gewonnen wurden (Abb. 3-
1), sollte im folgenden das alternative Spleißen systematisch erfaßt werden. Dazu wurde zusätzlich zu
den in Abb. 3-1 gezeigten PCR-Primerkombinationen ein RT-PCR-Assay entsprechend Abb. 3-10 A
genutzt. Damit konnte nachgewiesen werden, daß ein alternatives Spleißen der Meerschweinchen-
APP cDNA nur in Analogie zum Human-APP erfolgt (Exons 7/8 und 15 des Human-APP). Anhand
der Größe der korrespondierenden PCR-Produkte und im Vergleich mit klonierten Isoformen konnten
die Isoformen APP 770, L-APP 752/APP 751 (nicht elektrophoretisch zu trennen), L-APP 733,
APP 695 und L-APP 677 direkt identifiziert werden (Abb. 3-10 B/C). Bei einer Erhöhung der PCR-
Zyklenzahl auf 35 und Amplifizierung mit dem radioaktiv markierten Primerpaar sm629/ag1150
konnte auch ein Produkt nachgewiesen werden, das den nur Exon 8 enthaltenden Isoformen entspricht
(Abb. 3-10 D). Dabei kann jedoch nicht unterschieden werden, ob es sich um die APP-Isoform 714
(mit Exon 15) oder L-APP 696 (ohne Exon 15) handelt.
15 APP 770
A
* * * * * *
7 8
PCR 1
PCR 2 PCR 3
XhoI BclI
PCR 4
B C
- 1506
- 1449
- 1395
- 1281
- 1227
bpbp
1904 -
751 770 LuLeHiMuλ 695 751 770 Hi Le Lu Hi Hi
1584 -
1375 -
947 -
831 -
PCR 1 PCR 2 PCR 3
695
Abb. 3-10a: RT-PCR-Analyse des alternativen Spleißens der Meerschweinchen APP mRNA (1)
Erläuterungen s. nächste Seite
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Abb. 3-10b: RT-PCR-Analyse des alternativen Spleißens der Meerschweinchen-APP mRNA (2)
A: Schematische Darstellung der APP 770 cDNA mit den Exongrenzen des humanen APP-Gens.
Exons, deren alternatives Spleißen bekannt ist, sind numeriert. Mit einem Stern (*) sind diejenigen
Exons gekennzeichnet, die nicht einzeln aus der mRNA gespleißt werden können, ohne das
Leseraster des APP zu zerstören (Daten abgeleitet aus der Human-APP-Sequenz).
B: Elektrophoretische Darstellung der PCR-Produkte der PCR 1-3 (jeweils 35 Zyklen) nach
Trennung in einem 1,2 %igen Agarosegel (TAE) und Ethidiumbromidfärbung. 
λ: Marker λ-DNA EcoRI/HindIII hydrolysiert; 695, 751 und 770: PCR-Produkte der klonierten
und durch Sequenzierung charakterisierten Meerschweinchen-APP Isoformen 695, 751 und 770;
Bezeichnungen der Gewebe s. u.
C: Trennung der PCR-Produkte sm629/ag2135*; PCR 1 (30 Zyklen) im einem hochauflösenden
Trennsystem (4,5 % PAGE, 7 M Harnstoff, 0,35 mm Sequenziergel, ca. 50 cm Trennstrecke,
Laufzeit ca. 20 h bei 20 W konstanter Leistung). Die Detektion erfolgte durch Phosphorimaging.
(Bezeichnung der Elektrophoresespuren wie unter B)
D: Nachweis der APP-Spleißvariante APP714/L-APP696, welche nur Exon 8 enthält. Nach
Amplifizierung mit dem Primerpaar sm629*/ag1150 für 35 Zyklen erfolgte die Analyse durch
denaturierende PAGE (5 %). Die Expositionszeit des Phosphorscreens betrug 24 h.
E/F: RT-PCR-Assay zur Quantifizierung der APP-Spleißvarianten (Darstellung der PCR-Produkte
nach Amplifizierung über jeweils 25 Zyklen, 5 % denaturierende PAGE). 
E: Primerpaar sm629*-ag1150 (PCR 4). Ein völlig analoges Muster wie im gezeigten Gel wird
nach PCR 1 mit dem Primerpaar sm629*/ag2135, gefolgt von einer XhoI-Hydrolyse der Produkte
erhalten (nicht dargestellt).
F: Amplifizierung mit Primerpaar sm629/ag2135*, gefolgt von BclI-Hydrolyse der Produkte zur
Detektion von L-APP Isoformen.
(Abkürzungen: Hi - Hirn; Le - Leber; Lu - Lunge; Mu - Skelettmuskel; Ut - Uterus)
Die exakten Positionen der Exonübergänge der alternativ gespleißten Isoformen ohne Exon 7 bzw. 7
und 8 (APP 695 bzw. 751 und korrespondierende L-APP-Formen), sowie der L-APP Isoformen (ohne
Exon 15) wurden durch Sequenzierung bestimmt. Diese stimmten in allen Fällen mit den
Exongrenzen des Human-APP überein (Abb. 3-11). Die Isoform 714 (ohne Exon 7) konnte nicht
kloniert werden.
Die Darstellung des L-APP erfolgte durch zweifache PCR-Amplifizierung (Primerpaar
sh1495/ag2135) einer cDNA-Präparation aus Lungengewebe des Meerschweinchens mit einer
zwischengeschalteten Hydrolyse der Produkte durch die Restriktionsendonuclease AlwNI. Die
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Erkennungssequenz dieser Restriktase wird durch den Übergang von Exon 15 zu 16 gebildet und ist
somit nicht in den L-APP Formen enthalten, die daher selektiv in der 2. PCR amplifiziert wurden.
Exon 16
Exon 14
Exon 9
Exon 7
Exon 9
Exon 6A
B
C
Abb. 3-11: Sequenzierung der Exonübergänge alternativ gespleißter APP-Isoformen
Darstellung typischer Sequenzierergebnisse unter Nutzung der „Dye-Terminator“-Sequenzierung
am ABI 373-System. Dargestellt sind die APP-Isoformen 695 (A: Übergang Exon 6 zu Exon 9)
und 751 (B: Übergang vom Exon 7 zu Exon 9) sowie L-APP (C: Exon 14 zu Exon 16). Die
Numerierung erfolgte entsprechend der humanen Exonstruktur.
Die Normierung der genutzten PCR zur Quantifizierung der APP-Isoformen
Die Charakterisierung des alternativen Spleißens erfolgte getrennt für die Spleißereignisse an den
Exons 7/8 sowie 15 durch RT-PCR (Abb. 3-10 E/F). Es wurden die Primerpaare sm629/ag1150,
sm629/ag2135 sowie ah1495/ag2135 genutzt. Dazu wurde jeweils einer der eingesetzten PCR-Primer
durch Phosphorylierung mittels Polynucleotidkinase und γ 33P-ATP am 5’-Ende radioaktiv markiert.
Die elektrophoretisch getrennten PCR-Produkte wurden durch Phosphorimaging detektiert und
quantifiziert. In Vorversuchen wurden die PCR-Reaktionsbedingungen optimiert, um sicherzustellen,
daß zur relativen Quantifizierung im Bereich der exponentiellen Amplifizierung gearbeitet wurde.
Dazu wurde vor allem die Menge eingesetzter cDNA gegenüber der nichtradioaktiven PCR verringert
und normiert (Abb. 3-12). Aus der graphischen Darstellung des Logarithmus der gebildeten
Produktmenge (inkorporierte Radioaktivität) in Abhängigkeit von der Zyklenzahl wurde für die
verwendeten PCR-Primerpaare unter Nutzung der allgemeinen PCR-Gleichung:
logN = [log(1+E)]×n + log N0 
die Amplifizierungseffizienz E bestimmt : E=0,86 für sm629/ag2135; E=0,9 für sm629/ag1150.
RNA-Analyse - Expression von APP in Meerschweinchengeweben 64
202224262830
202224262830
PCR-Zyklen
PCR-Zyklen
A
B
y = 0,9094x - 17,273
R2 = 0,9931
y = 0,9247x - 16,734
R2 = 0,9949
0
2
4
6
8
10
12
20 22 24 26 28 30
Zyklen
lo
g 
2 
Ak
tiv
itä
t
APP 770/751
APP 695
Linear (APP 770/751)
Linear (APP 695)
y = 0,9465x - 18,022
R2 = 0,9936
y = 0,9409x - 17,554
R2 = 0,9999
y = 0,9495x - 20,531
R2 = 0,9989
0
2
4
6
8
10
12
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Zyklen
lo
g 
2 
Ak
tiv
itä
t
770
751
695
Linear (751)
Linear (695)
Linear (770)
Abb. 3-12: Zyklusabhängigkeit der genutzten RT-PCR-Assays zur relativen Quantifizierung der APP-
Isoformen
A: Primerpaar sm629/ag1150
B: Primerpaar sm629/ag2135
Die einer Ausgangsmenge von 5 ng total-RNA entsprechende Menge cDNA (Hirn) wurde mit den
angegebenen Primerpaaren amplifiziert. Die Produkte wurden durch denaturierende PAGE
getrennt und autoradiographisch ausgewertet. Eine exponentielle Amplifizierung findet dabei bis
zu ca. 26 Zyklen statt. Für die lineare Auswertung der logarithmischen Plots wurden die Meßwerte
bis zu 26 Zyklen (sm629/ag1150) bzw. bis zu 28 Zyklen (sm629/ag2135) genutzt. Für beide
Primerpaare ist die Amplifizierungseffizienz aller gelelektrophoretisch unterscheidbaren Isoformen
jeweils nahezu gleich.
Isoformenmuster der APP-Expression
Im folgenden wurde das Isoformenmuster der APP-Expression in Hirnarealen sowie peripheren
Geweben untersucht. Dazu wurde jeweils 1 µg total-RNA in einer 10 µl Standardreaktion (2.5.4) in
cDNA umgeschrieben. Diese wurde 1:10 in TE (mit 50 ng/µl tRNA) verdünnt und wiederum 0,5 µl
dieser Verdünnung in einem 25 µl PCR-Ansatz mit den angegebenen Primerpaaren amplifiziert. Die
Spleißereignisse an den Exons 7/8 sowie 15 wurden in getrennten RT-PCR Ansätzen untersucht. In
allen untersuchten Geweben konnten die Isoformen 695, 751 und 770 sowie L-APP-Formen nach-
gewiesen werden. Nicht-KPI-haltige Isoformen (APP 695), wie auch die Isoform 751 werden
insbesondere im Zentralnervensystem exprimiert, während in allen peripheren Geweben vorrangig
APP 770 (einschließlich des L-APP 752) exprimiert wird. Ein der APP-Isoform 714 entsprechendes
PCR-Produkt konnte nur nach PCR-Amplifizierung über 32 bzw. 35 Zyklen in Lunge, Skelettmuskel
und Uterus nachgewiesen werden (Abb. 3-13). Der Anteil dieser Isoform (und des L-APP 696) lag in
allen cDNA-Präparationen deutlich unter 1 %. In allen untersuchten Geweben wurden weniger als
20 % der APP-Transkripte durch L-APP-Isoformen (ohne Exon 15) repräsentiert.
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Abb. 3-13: APP-Isoformenmuster der Spleißereignisse der Exons 7 und 8
In den genannten Hirnregionen (A) und peripheren Organen (B) wurde das Isoformenverhältnis
relativ zueinander bestimmt. Die Bezeichnungen der APP-Isoformen schließen hier die
korrespondierenden L-APP-Formen mit ein. Aufgetragen sind Mittelwerte ± Standardabweichung
aus je mindestens 3 Gewebeproben in Doppelbestimmung.
Im Diagramm B sind durch Sterne (*) diejenigen Organe gekennzeichnet, in denen unter den
angegebenen Bedingungen Isoformen nachgewiesen wurden, welche Exon 8, jedoch kein Exon 7
enthalten (APP 714; L-APP 696).
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Abb. 3-14: Expressionsmuster der L-APP-Isoformen in Hirnarealen und peripheren Organen
A: Hirnareale
B: periphere Organe
Die Bestimmung erfolgte durch RT-PCR (25 Zyklen) mit den Primerpaaren sm629/ag2135* sowie
sh1495/ag2135*, gefolgt von BclI-Hydrolyse der Produkte, denaturierender PAGE und autoradio-
graphischer Auswertung. Aufgetragen sind Mittelwerte ± Standardabweichung aus Doppel-
bestimmungen von mindestens 3 Gewebeproben.
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3.3 Expression der klonierten cDNA im heterologen System
3.3.1 Expression eines LacZ-APP-Fusionsproteins in E. coli
Als eine wesentliche Kontrolle der unter 3.1 beschriebenen Ergebnisse sollte die klonierte cDNA in
einem heterologen Zellsystem exprimiert werden. Diese Expression wurde zunächst im pro-
karyontischen System (E. coli) durchgeführt.
Mittels eines neu entworfenen PCR-Primerpaares (sg -085/ag2719) wurden ca. 2,8 kb große
Fragmente, welche den gesamten APP-Leserahmen umfassen, amplifiziert (Abb. 3-15 A/B). Diese
wurden zunächst als „blunt-end“ Fragmente in die SrfI-Stelle des Vektors pCR-Script kloniert. Die
erhaltenen Konstrukte wurden durch Restriktionskontrolle und Kolonie-PCR mit den Primern
sm629/ag1150 als APP695 und APP770 charakterisiert (pAPP_LR695 bzw. pAPP_LR770). Eine
teilweise Sequenzierung dieser Plasmide unter Nutzung der T3/T7-Primer bestätigte die in Abb. 3-6
beschriebene Sequenz. Aus diesen Konstrukten wurde durch KpnI-Schnitt, gefolgt von T4-DNA-
Polymerasebehandlung und NsiI-Hydrolyse, jeweils ein „blunt“/NsiI-Fragment isoliert und in den
SrfI/PstI-geschnittenen Vektor pCR-Script zum Konstrukt pLacAPP695 bzw. 770 ligiert. In diesen
Plasmiden befinden sich LacZ- und APP-Gen bereits in übereinstimmenden Leserahmen. Um den
Anteil des LacZ zu verringern, wurde zusätzlich in beiden Konstrukten eine Deletion durch SacII-
Hydrolyse, gefolgt von T4 DNA-Polymerase-Behandlung und Religation, erzeugt. Diese Konstrukte
wurden als pLacAPP695/770-2 bezeichnet. Das Plasmid pLacAPP770-2 enthält einen für 819
Aminosäuren des Fusionsproteins codierenden Leserahmen (Abb. 3-15 C). Alle Klonierungsschritte
wurden durch Restriktionskartierung und PCR-Screening der erhaltenen Plasmide kontrolliert.
Die Plasmide pLacAPP695-2 sowie pLacAPP770-2 wurden zur Transformation von E. coli TG2 und
XL-1 Zellen genutzt. Zur Stimulation der Expression der Fusionsproteine wurde dem Medium
0,002 % IPTG zugesetzt. Der Zeitpunkt der IPTG-Zugabe beeinflußte dabei entscheidend die
Expression des rekombinanten Proteins. In Medien, welche von Beginn der Kultivierung an IPTG
enthielten, wiesen pLacAPP transformierte Zellen eine deutlich verlängerte „lag“-Phase von ca. 10 h
auf, bevor das exponentielles Wachstum einsetzte. In Zellen, die während dieser Wachstumsphase,
wie auch nach Erreichen der stationären Phase geerntet wurde, war jedoch auch nach erneutem Zusatz
von IPTG kaum APP zu detektieren (Abb. 3-16). Dagegen konnte in Lysaten stationärer pLacAPP
Zellen (TG2) ohne Anwesenheit von IPTG im Medium eine APP-Immunreaktivität detektiert werden.
Ein gleichartiges APP-Bandenmuster konnte auch nach Stimulation einer exponentiell wachsenden
Kultur mit IPTG im Zellysat von TG2-Zellen nachgewiesen werden. Lysate transformierter XL-1
Zellen wiesen dagegen im Western-Blot nur Spuren einer APP-Reaktivität auf (Detektion mit
monoklonalem Antikörper (mAK) 22C11; Daten nicht gezeigt).
Sowohl für pLacAPP695-2 als auch pLacAPP770-2 konnten APP-immunreaktive, IPTG-induzierte
Banden mit relativen Molekulargewichten von ca. 90 bzw. 95 kDa gefunden werden (erwartete
Molekulargewichte der Fusionsproteine: LacAPP 695: 84 kDa; LacAPP 770: 92 kDa; Abb. 3-16;
Abb. 3-17). Gleichzeitig wurden eine Reihe kleinerer, wahrscheinlich durch proteolytischen Abbau
entstandene, Fragmente detektiert. Ihr Muster war charakteristisch entsprechend der Lage des
Antikörper-Epitops im N- oder C-terminalen Bereich des APP ausgeprägt.
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Abb. 3-15: Klonierungsstrategie zur Erzeugung des LacZ-APP-Fusionskonstruktes (am Beispiel des
APP 770)
A: Elektrophoretische Trennung der PCR-Produkte sg -085/ag2719 (1 % Agarose, TAE)
λ: Marker λ-DNA EcoRI/HindIII; 0: PCR-Leerkontrolle; P: PCR-Produkte sg -085/ag2719
B: Schematische Darstellung des PCR-Produktes am Beispiel des APP 770
C: Klonierungsschritte (Erläuterungen siehe Text)
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Abb. 3-16: Heterologe APP-Expression in E. coli TG2
A: Western-Blot-Darstellung (mAK 22C11; 1:500) von Zellysaten stationärer Kulturen. Deutliche
APP-Immunreaktivität ist nur ohne initial zugesetztes IPTG nachweisbar, nicht jedoch bei
permanenter Aktivierung des Lac-Promotors (IPTG während der gesamten Kultivierungsdauer). In
untransformierten TG2-Zellen bzw. Vektor (pCR-Script)-transformierten Kontrollen ist keine
22C11-Reaktivität nachzuweisen (DAB-Ni Färbung).
B: Wachstumskurven transformierter TG2 Zellen (pLacAPP695/770-2 sowie Vektor pCR-Script)
unter Einfluß von IPTG. pCR-Script transformierte Zellen zeigen keinen Einfluß auf die Gabe von
IPTG. pLacAPP-Plasmide führen zu einer verlängerten „lag“-Phase, die unter Einfluß von IPTG
ca. 10 h beträgt. Die Zugabe von IPTG zu pLacAPP-Zellen in der exponentiellen Phase stoppt das
Wachstum.
Generationszeiten der transformierten Zellen: Vektor pCR-Script: jeweils 58+5 min;
pLacAPP695/770-2 ohne IPTG jeweils 61+7 min; mit IPTG, nach „lag“-Phase jeweils 60+15 min
(keine Unterschiede zwischen APP-exprimierenden und Kontrollzellen).
C: Induktion der APP-Expression in exponentieller Wachstumsphase. Zum Zeitpunkt (A); vgl.
Diagramm B) wurden in LBAmp wachsende Kulturen mit IPTG versetzt. Nach den angegeben
Zeiten wurden Aliquote der Zellsuspension geerntet, aufgeschlossen und durch Western-Blot mit
dem mAk 1E8 analysiert. Ausgehend von einer basalen Rate wurde maximale APP-
Immunreaktivität 45 min bis 1 h nach IPTG-Zugabe gemessen. Anschließend ging die im Lysat
detektierbare APP-Menge langsam zurück. Die Visualisierung und Quantifizierung erfolgte über
Chemilumineszenz-Detektion.
Da eine prokaryontische Expression nur als Kontrolle der Klonierung des APP-Leserahmens
vorgesehen war, wurde auf eine weitere Optimierung der Induktions- und Aufschlußbedingungen der
Zellen verzichtet. In E. coli überexprimiertes Meerschweinchen-APP wurde jedoch genutzt, die
Bindungseigenschaften einer Reihe verfügbarer anti-APP- und anti-Aβ-Antikörper zu testen (Abb. 3-
17). Alle genutzten anti-Human-APP bzw. anti-Aβ-Antikörper reagieren mit unmodifiziertem
Meerschweinchen-APP, bzw. wurden in ihrer Spezifität bestätigt (a-695-pc3/4, als APP 695
spezifisches polyklonales Antiserum).
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Abb. 3-17: Western-Blot-Darstellung des rekombinant überexprimierten Meerschweinchen-APP in
E. coli TG2
Bakterienzellen wurden durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen, mit SDS-Probenpuffer
versetzt und denaturiert. Identische Proteinmengen (normiert auf die Zelldichte) wurden durch
PAGE auf 7,5 %igen SDS-Gelen nach Laemmli getrennt und APP durch Western-Blot mit den
angegebenen Antikörpern detektiert. Die Visualisierung erfolgte über biotinylierte anti-Maus-/anti-
Kaninchen-Antikörper und DAB-Ni Färbung. 
Für Antikörper geringerer Sensitivität (2E8; 4G8) liegt die Menge des vergleichsweise schwächer
exprimierten LacAPP770-2 bereits im Bereich der unter diesen Bedingungen erreichbaren
Nachweisgrenze. .
V: pCR-Script; 695: pLacAPP695-2; 770: pLacAPP770-2
3.3.2 Expression und Prozessierung des Meerschweinchen-APP 695 im
eukaryontischen System
Im Gegensatz zur Expression in E. coli kann in eukaryontischen Zellen sowohl eine posttranslationale
Modifizierung als auch eine spezifische proteolytische Prozessierung von überexprimierten Proteinen
erfolgen. Um APP in einem solchen System exprimieren zu können, wurden die klonierten APP
cDNAs zunächst in den Vektor pCEP4 subkloniert, der eine Genexpression in eukaryontischen Zellen
unter der Kontrolle des CMV-Promotors ermöglicht (Abb. 3-18).
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Abb. 3-18: Subklonierungsstrategie des APP-Leserahmens in pCEP4 (am Beispiel des APP 695)
Aus den Plasmiden pAPP_LR 695 bzw. 770 wurde durch Hydrolyse mit KpnI/NotI ein den APP-
Leserahmen enthaltendes Fragment herausgeschnitten. Das Plasmid pAPP_LR 770 wurde
zusätzlich mit PvuI hydrolysiert, um das APP-Fragment (2880 bp) vom Vektor (2884bp, jeweils
nach KpnI/NotI-Hydrolyse) gelelektrophoretisch trennen zu können. Die gelgereinigten APP-
Fragmente wurden in den ebenfalls KpnI/NotI-hydrolysierten Vektor pCEP4 zu den Plasmiden
pCEPAPP695 bzw. pCEPAPP770 subkloniert.
Als Expressionssystem wurde die humane Neuroblastom-Zellinie SH-SY5Y ausgewählt, welche
bereits als Modellsystem zur Untersuchung der Prozessierung von APP gut eingeführt ist. Es war
ebenfalls bekannt, daß in diesem zellulären System eine amyloidogene Prozessierung rekombinanten
APP erfolgen kann (siehe z.B. Dyrks et al. 1993a). 
SY5Y-Zellen wurden mit den erstellten Konstrukten pCEPAPP695 (Klone 11 und 16) und
pCEPAPP770 (Klone 44 und 45) mittels Lipofektin transfiziert und auf HygromycinB-Resistenz
selektiert. Die Detektion des überexprimierten APP erfolgte nach Zellaufschluß im Triton-Lysepuffer
durch Western-Blot (Abb. 3-19).
In weiteren Experimenten sollte durch einen direkten Vergleich der Prozessierung von
überexprimiertem Meerschweinchen-APP und Human-APP in SY5Y-Zellen die Frage untersucht
werden, ob die vorhandenen Sequenzunterschiede zwischen Human- und Meerschweinchen-APP die
Aβ-Bildung beeinflussen. Dafür wurde das APP 695 als die in neuronalen Zellen dominant
exprimierte Isoform ausgewählt. Beim Vergleich der mit den Konstrukten pCEPAPP695 (Meer-
schweinchen) und pCEP4-695 (Human-APP) transfizierten Zellinien hinsichtlich der zellulären und
sezernierten APP-Formen sowie der Aβ-Bildung konnten keine Unterschiede zwischen Human- und
Meerschweinchen-APP festgestellt werden (Abb. 3-19).
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Abb. 3-19: Western-Blot-Darstellung von in SY5Y-Zellen überexprimiertem Meerschweinchen-APP
A/B: APP im Zellysat transfizierter SY5Y-Zellen. Die Zellen wurden durch Triton X-100 Lyse
aufgeschlossen und jeweils ca. 50 µg Protein auf 7,5 %igen SDS-Gelen nach Laemmli getrennt.
Die Detektion erfolgte unter Nutzung der mAK 22C11 (A) bzw. 1E8 (B); die Färbung mit DAB-
Ni.
Überexprimiertes APP 695 (Klon 11) zeigt ein charakteristisches Bandenmuster, welches in
Analogie zum bekannten Muster des humanen APP (695) einer posttranslationalen Glykosylierung
zugeordnet wurde. Der Klon 44 (APP 770) exprimiert ein N-terminales, nur in geringen Mengen
intrazellulär nachweisbares, 60-65 kDa-Fragment, welches aufgrund der fehlenden Transmembran-
region offensichtlich konstitutiv sekretiert wird (A/C). 
C: Lösliche APP-Derivate im Zellkulturmedium. Konditionierte Zellkulturmedien (48 h, 1 %
Serum) wurden durch Western-Blot nach Trennung mittels 7,5 % SDS-PAGE mit den mAk 1E8
(großes Gel) bzw. 22C11 (kleines Gel) analysiert. Zur 1E8-Detektion wurden 20 µl Medium direkt
analysiert, für eine Detektion mit 22C11 wurden die Proteine aus 500 µl Medium durch eine
Phenol-Ether-Extraktion eingeengt und aufgetragen. Die Färbungen erfolgten nach der DAB-Ni
Methode.
D: Aβ-Bildung aus humanem bzw. Meerschweinchen-APP 695 in SY5Y-Zellen. Jeweils 500 µl
Medium (gleiche Zelldichte der Kultur) wurden durch TCA/Ameisensäure-Behandlung
aufgearbeitet und die Proteine durch 10 % Tris/Bicin/Harnstoff-PAGE getrennt. Aβ wurde durch
Western-Blot mit dem mAk 1E8 unter Nutzung von Chemilumineszenz-Detektion nachgewiesen.
WT: SY5Y-untransfiziert; 695: pCEP4-695 (Human-APP 695); 11: pCEPAPP695 Klon 11
(Meerschweinchen-APP 695); 44: pCEPAPP770 Klon 44 (Meerschweinchen-APP 770; C-terminal
verkürzt); A4CT: pCEP-SPACT
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3.4 Etablierung primärer neuronal angereicherter Zellkulturen des
Meerschweinchens
Im folgenden sollten an einem in vitro Modell Expression und Prozessierung des endogenen
Meerschweinchen-APP untersucht und hinsichtlich ihrer Ähnlichkeit zum Human-APP charakterisiert
werden.
3.4.1 Anlegen der Kulturen und immunhistochemische Charakterisierung
Da über die Embryonalentwicklung des Meerschweinchens nur spärliche Literaturangaben existieren,
wurde in Vorversuchen innerhalb der Arbeitsgruppe zunächst ein geeigneter Entwicklungsabschnitt
ermittelt, innerhalb dessen eine Anlage neuronaler Kulturen möglich ist. Dabei konnten Ähnlichkeiten
im neuronalen Zellteilungsmuster zwischen den Embryonaltagen 22-25 des Meerschweinchens und
den Tagen 15-18 innerhalb der Embryonalentwicklung der Ratte festgestellt werden (M.K. Brückner,
unveröffentlichte Beobachtungen). Daher wurden primäre Zellkulturen im folgenden aus dem
cortikalem Gewebe 24 Tage alter Embryonen angelegt.
Bei Kultivierung in DMEM/F12 unter Zusatz von 5 % Kälberserum (Medienwechsel im Abstand von
4 Tagen) konnten die Kulturen für ca. 4 Wochen stabil gehalten werden. Ein Einsatz von Mitose-
hemmern (10 µM Cytosin β-D-Arabinosid) zur Unterdrückung glialer Zellproliferation
verschlechterte die Überlebensrate neuronaler Zellen dramatisch, so daß im allgemeinen darauf
verzichtet wurde.
Zur Charakterisierung der Kulturen wurden durch eine Reihe immunhistochemischer Färbungen die
neuronalen Markerproteine MAP-2 (Mikrotubuli-assoziiertes Protein-2), NSE (neuronenspezifische
Enolase) und Neurofilamente sowie der astrozytäre Marker GFAP (saures fibrilläres Gliaprotein)
nachgewiesen (Abb. 3-22). Dadurch konnten die erhaltenen Zellkulturen als „mixed brain“-Typ mit
einem hohen neuronalen Anteil charakterisiert werden (Abb. 3-21). Nach ca. 3-4 Tagen in Kultur
stabilisierte sich ein typisches Erscheinungsbild. Neuronale Marker (MAP-2, NSE) exprimierende
Zellen bildeten häufig typische Cluster, welche häufig über Bündel von Fortsätzen miteinander
verbunden waren. Nur ein geringer Teil dieser Zellen lag einzeln, ohne daß erkennbare Assoziationen
bestanden (Abb. 3-20). Aufgrund ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften (Eingangswiderstand,
Na+-Strommuster) konnte ihre Einordnung als Neurone bestätigt werden (Pannicke und Kaap, 1998;
unveröffentlichte Beobachtungen). Zellcluster wie auch neuronale Einzelzellen lagen einer Unterlage
aus flächigen Zellen auf, die morphologisch als Gliazellen eingeordnet wurden, in manchen Kulturen
jedoch auch eine z.T. fibroblastenartige Erscheinung besaßen.
Abhängig von den genutzten Detektionsantikörpern konnte die Expression von APP in einem
charakteristischen, „fleckigen“ und verwaschenen Färbemuster nachgewiesen werden. Dabei wurde
eine Detektion durch den Antikörper 22C11 erst in gealterten Kulturen (ab Kulturtag 14 bis 20)
beobachtet. Für eine biochemische Analyse der APP-Prozessierung wurden in der Regel ca. 14 Tage
alte Kulturen genutzt, da bis zu diesem Zeitpunkt eine Stabilisierung der APP-Expression sowie der
Aβ-Bildung erfolgte (3.4.2). Markierungen durch den anti-Aβ mAk 1E8 sollten dabei aufgrund der
Lage des Epitops und der hohen Affinität dieses Antikörpers im wesentlichen APP anzeigen.
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Abb. 3-20: Morphologisches Erscheinungsbild der Primärkulturen
Ein Großteil der durch neuronale Marker anfärbbaren Zellen ist in Clustern zusammengelagert (A),
daneben sind einzeln liegende neuronale Zellen mit deutlichen Fortsätzen zu erkennen (B). Sie
liegen flächigen, schwach markierten Zellen (C) auf.
Die Anfärbung erfolgte mit dem für unmaturiertes APP 695 spezifischen Antiserum a-695-pc-4
(1:1000), biotinyliertem anti-Kaninchen-Sekundärantikörper (1:2000); Extravidin sowie der DAB-
Farbreaktion.
Abb. 3-21: 
Immunhistochemische Doppelmarkierung der
Primärkultur am Kulturtag 14
Darstellung von Neuronen (Markierung von
MAP-2; grüne Fluoreszenz) und Gliazellen
(Darstellung von GFAP; rote Fluoreszenz).
primäre Antikörper: anti-MAP2 (mAk) und anti-
GFAP (polyklonal),
sekundäre Antikörper: anti-Kaninchen-Cy3
sowie anti-Maus-Cy2 jeweils 1:1000
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Abb. 3-22: Immunhistochemische Charakterisierung der Meerschweinchen-Primärkulturen
Die immunhistochemischen Färbungen wurden an 14 d alten Kulturen (mit Ausnahme der Färbung
B an einer 21 d alten Kultur) unter Nutzung der folgenden Antikörper in den angegebenen
Verdünnungen angefertigt.
A: anti-Aβ/APP 1E8 (1:2000) B: anti-APP 22C11 (1:500)
C: anti-MAP-2 (1:1000) D: anti-NSE (1:100)
E: SMI31/32 (je 1:1000) F: anti-GFAP (1:2000)
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3.4.2 Biochemische Charakterisierung
Durch die biochemische Charakterisierung der Primärkultur sollten Fragen nach der Expression
neuronaler und glialer Markerproteine sowie der biochemisch erfaßbaren APP-Expression
beantwortet und zeitliche Veränderungen dieser Parameter untersucht werden. Mit Hilfe von
Western-Blot-Analysen wurde zunächst die Expression von Neurofilamenten sowie GFAP untersucht.
Das Expressionsniveau der Neurofilamente (dargestellt durch Detektion mit einem Gemisch der
Antikörper SMI31/32) blieb im Verlauf der Kultivierung dabei im wesentlichen unverändert. Dies
deutet auf eine im Verlauf der Kultivierung konstant bleibende Zahl neuronaler Zellen hin. Im
Gegensatz dazu ist eine GFAP-Immunreaktivität in vitro erst ab dem Kulturtag 14 nachzuweisen. Der
Anteil an exprimiertem GFAP steigt mit der Fortdauer der Kultivierung deutlich an (Abb. 3-23).
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Abb. 3-23: Altersabhängige Expression neuronaler und glialer Markerproteine in vitro
A: Ca. 30 µg Protein aus Triton X-100 Zellysaten von Meerschweinchen-Zellkulturen wurde durch
SDS-PAGE auf 7,5 %igen Gelen getrennt und im Western-Blot mit den angegebenen Antikörpern
detektiert (jeweils in Doppelbestimmung). Die Auswertung erfolgte durch Chemilumineszenz-
Detektion und densitometrische Quantifizierung der belichteten Filme.
B: Graphische Darstellung der Altersabhängigkeit in Auswertung der unter A gezeigten Western-
Blots. Dargestellt ist ein typisches Experiment in Doppelbestimmungen.
Die APP-Expression in einer alternden Zellkultur zeigt einen charakteristischen zeitlichen Verlauf.
Dabei steigt die APP-Expression etwa bis zum Kulturtag 20-25 an, um gegen Ende der Kultivierung
(nach ca. 30-40 Kulturtagen) wieder abzufallen. Bis zum Kulturtag 20 bleibt das initiale Muster der
mRNAs der APP-Isoformen konstant. Im weiteren Verlauf der Kultivierung kann parallel zu der auf
Proteinebene feststellbaren Veränderung des Verhältnisses von Neuronen zu Gliazellen in der
Zellkultur auch eine Verschiebung im Verhältnis der APP-Isoformen auf mRNA-Ebene beobachtet
werden. Dabei sinkt der Anteil der Isoformen ohne Exon 7 und 8 (APP 695/L-APP 677) von ca. 60 %
auf ca. 20 % zugunsten vor allem der Exon 7-haltigen Isoformen (APP 751/L-APP 733). Der Anteil
der L-APP-Isoformen steigt in diesem Zeitraum von ca. 2 % auf ca. 9 % an (Abb. 3-24B).
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Abb. 3-24: Veränderungen der APP-Expression in vitro in Abhängigkeit vom Kulturalter
A: Northern-Blot-Analyse zeigt einen altersabhängigen Anstieg bis zum Kulturtag 20 (angegeben
sind Mittelwerte ± Standardabweichung aus 3 untersuchten Kulturen).
B: Veränderungen des Isoformenmusters in Abhängigkeit vom Kulturalter. Die Analyse erfolgte
durch RT-PCR unter Nutzung des Primerpaares sm629/ag1150 (2 Experimente).
Dieser zeitliche Verlauf bestätigt sich auch für die Konzentrationen der wesentlichen APP-
Prozessierungsprodukte APPs und Aβ (Abb. 3-28). Im Gegensatz dazu bleibt der Anteil des zellulären
APP relativ konstant bzw. geht im weiteren Verlauf der Kultivierung leicht zurück (Abb. 3-28).
Ausgehend von diesen Daten wurden alle weiteren biochemischen Untersuchungen zur Beeinflussung
von APP-Prozessierung und Aβ-Bildung an 14 Tage alten Kulturen durchgeführt, da sich zu diesem
Zeitpunkt APP-Expression und Aβ-Bildung auf einem relativ hohen Niveau stabilisiert haben und der
Anteil der Gliazellen in der Kultur (gemessen als GFAP-Protein) noch relativ gering ist.
3.5 APP-Prozessierung und Aβ-Bildung in vitro und in vivo
3.5.1 APP-Prozessierung in vitro
3.5.1.1 Sezernierte APP-Formen (APPs α und β) in konditionierten Kulturmedien
Membrangebundenes APP kann sowohl durch die α- wie auch β-Sekretase prozessiert werden. Dabei
wird jeweils die Ectodomäne in den Extrazellulärraum bzw. an das Kulturmedium abgegeben. In
einem ersten Schritt zur Beschreibung der endogenen Prozessierung des Meerschweinchen-APP
wurden daher die löslichen APP-Formen im Kulturmedium als Resultat einer α- und β-Prozessierung
detektiert. Dazu wurden unter Nutzung des mAk 1E8, dessen Epitop im Bereich der Aβ-Domäne
zwischen den Schnittstellen der α- und β-Sekretase liegt, aus konditioniertem Kulturmedium durch
Immunopräzipitation alle APPs α-Formen entfernt. Unter Nutzung von Antikörpern, die Epitope in
der N-terminalen Ectodomäne erkennen, konnte in diesem APPs α-freien Kulturmedium wieder APPs
nachgewiesen werden. Diese Formen stellen wahrscheinlich APPs β ohne das 1E8-Epitop dar.
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Abb. 3-25: Sezerniertes APPs-α und -β in konditionierten Zellkulturmedien
Konditionierte Zellkulturmedien (jeweils Spur 1: 72 h; Spur 2: 48 h) primärer Meerschweinchen-
Zellkulturen (1 % Serum) wurden mehrfacher Immunopräzipitation mit dem mAk 1E8 unterzogen.
Aliquote der IP-Überstände wurden durch Phenol-Ether-Extraktion angereichert, durch SDS-
PAGE (7,5 %) getrennt und APPs am Western-Blot mit den angegebenen Antikörpern detektiert. 
A: Im Überstand der 1. Immunopräzipitation kann noch APP-Immunreaktivität detektiert werden.
B: Nach 4-facher Immunopräzipitation kann keine 1E8-Reaktivität am Western-Blot mehr
nachgewiesen werden. Eine erneute Inkubation desselben Blots mit den N-terminal spezifischen
Antikörpern 22C11 und anti-APP 695/LN27 zeigte jedoch wieder APP-Banden, welche
wahrscheinlich β-sekretiertes APP ohne das 1E8-Epitop darstellen.
C: Schematische Darstellung (α-)sezernierten APPs mit Angabe der Lage der Epitope der
genutzten Antikörper.
Arbeitsverdünnungen der Antikörper: 1E8: 1:2000; 22C11: 1:500; A695: 1:2000; Sekundär-
antikörper (anti-Maus-POD): 1:20000; Chemilumineszenz-Detektion
3.5.1.2 Bildung von Aβ durch primär kultivierte Zellen
Optimierung der Detektionsmethode für Aβ am Beispiel konditionierter Kulturmedien
Um die Bildung von Aβ-Peptiden in vitro zu charakterisieren, wurden eine Reihe methodischer
Verfahren hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit zur Aβ-Detektion untersucht. In initialen Versuchen
gelang der Nachweis endogen gebildeter Aβ-Peptide nach metabolischer Markierung kultivierter
Zellen mittels 35S-Methionin und anschließender Immunopräzipitation (Abb. 3-26A). Als
Positivkontrolle diente die Zellinie SY5Y-pCEPSPA4CT (Dyrks et al. 1993a), die Human-Aβ
überexprimiert. Um eine Untersuchung des in vivo gebildeten Aβ zu ermöglichen, wurde die
Immunopräzipitation nichtmarkierter Aβ-Peptide mit einer Western-Blot-Analyse gekoppelt (Abb. 3-
26B), die für Kulturmedien zu einer direkten Analyse ohne Immunopräzipitation weiterentwickelt
wurde (Abb. 3-26C). Die Detektion von Aβ am Western-Blot wurde im folgenden hinsichtlich der
Probenvorbehandlung, der Transfer- und Detektionsbedingungen weiter optimiert (Abb. 3-26D).
Damit stand letztlich eine sensitive Nachweismethode für endogen gebildete Aβ-Peptide zur
Verfügung.
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Abb. 3-26: Optimierung der Nachweismethoden für Aβ-Peptide am Beispiel konditionierter Zellkultur-
medien der Meerschweinchen-Primärkulturen
Dargestellt sind jeweils repräsentative Ergebnisse und Bedingungen, unter denen eine sichere
Detektion der endogen gebildeten Aβ-Peptide möglich war.
A: Metabolische Markierung und anschließende Immunopräzipitation.
Ca. 5× 106 Zellen (6 cm Schale) wurden nach 2 h Methionin-freier Vorinkubation über 4,5 h mit
300 µCi 35S-Methionin in 2 ml Medium markiert und anschließend einer Immunopräzipitation mit
dem mAk 1E8 unterzogen. Die Präzipitate wurden durch 15 % SDS-Tricin-PAGE getrennt, die Gele
getrocknet und autoradiographisch ausgewertet (Expositionszeit 24 h). Als Molekulargewichts-
marker wurde ein 14C-markierter Protein-Standard (Amersham) aufgetragen.
Spur 1: Zellkulturmedium; Spur 2: Zellysat; Spur 3: SY5Y-pCEPSPA4CT (Positivkontrolle)
B: Immunopräzipitation gekoppelt mit Western-Blot-Analyse.
Jeweils 2,5 ml konditioniertes Medium (ca. 5× 106 Zellen) wurden einer Immunopräzipitation mit
5 µg mAk 1E8 unterzogen, die Präzipitate durch 15 % Tris/Tricin-PAGE getrennt und am Western-
Blot mit 1E8 (1:2000) detektiert.
Spur 1: Zellkulturmedium konditioniert über 24 h; Spur 2: konditioniert über 48 h.
C/D: Direkte Aufarbeitung von konditionierten Zellkulturmedien (2 ml über ca. 5× 106 Zellen) durch
TCA-Fällung und Ameisensäurebehandlung, 15 % Bicin-PAGE und Western-Blot. Die aufgetragene
Menge entspricht 500 µl konditioniertem Kulturmedium.
C: Nachweis nach Amicon 30-Mikrofiltration zur Abtrennung von Serum- und hochmolekularen
Proteinen. Diese Präparation ist geeignet für Medien mit einem Serumgehalt von bis zu 1 %.
Spur 1: sofortige Aufarbeitung; Spur 2: Inkubation bei 37°C, 24 h (Stabilitätstest, vgl. Abb. 3-29)
zuvor jeweils für 48 h konditioniert
D: Nachweis ohne Mikrofiltration aus Medium mit 0,1 % Serumgehalt. Dieser Blot wurde zur
Signalverstärkung vor der Detektion für 3 min in PBS gekocht.
Spur 1: Zellkulturmedium konditioniert über 24 h; Spur 2: konditioniert über 48 h
Die direkte Detektion von Aβ-Peptiden durch Western-Blot erreicht eine maximale Sensitivität von
ca. 2-5 pg Aβ(1-40) und kann unter Nutzung gestaffelter Expositionszeiten der Chemilumineszenz-
Detektion in einem linearen Bereich von bis zu ca. 200 pg Aβ pro Elektrophoresespur zur
Quantifizierung genutzt werden (Abb. 3-27). Die maximale Sensitivität wurde bei einer Verdünnung
des sekundären Antikörpers von 1:10000 erreicht. Dabei tritt jedoch ein zunehmend starker
Hintergrund auf, der auch durch Variation der Blockierungsbedingungen nicht zu beeinflussen war
und offensichtlich durch diese hohe Konzentration des sekundären Antikörpers bedingt wird. Für alle
weiteren Messungen wurde daher mit einer Konzentration des sekundären Antikörpers von 1:20000
gearbeitet.
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Die Nutzung der Bicin-SDS-PAGE (2.7.3.3) eröffnete zusätzlich eine Möglichkeit, ohne die
Notwendigkeit des Einsatzes Endgruppen- oder Subtyp-spezifischer Antikörper die Amyloidformen
Aβ(1-40) und (1-42) zu unterscheiden.
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Abb. 3-27: Optimierung der Aβ-Detektion am Western-Blot unter Nutzung synthetischer Peptide
A: Verbesserung der Detektion von Aβ durch Kochen des Blots in 1× PBS (3 min). Detektion von
jeweils 200 pg Aβ (1-40) ohne (1) und mit (2) Hitzeschritt.
B/C: Eichkurve im Bereich 10-250 pg Aβ (1-40/42). Die Trennung erfolgte durch 10 % Bicin-
SDS-Harnstoff-PAGE. Die Chemilumineszenz-Filme wurden densitometrisch ausgewertet. Die
Eichkurve zeigt einen für Filme typischen sigmoidalen Verlauf mit einem für Quantifizierungen
geeigneten dynamischen Bereich von ca. 20-200 pg. Der Einsatz gleicher Mengen Aβ (1-42) führt
dabei reproduzierbar zu niedrigeren Signalintensitäten. (Verdünnung des sekundären Antikörpers
1:20000; Belichtung ca. 30 sek). Der dynamische Bereich des Detektionssystems aus
Chemilumineszenzsignal/Film/Filmentwicklung kann durch gestaffelte Belichtungszeiten
unterschiedlichen Konzentrationen angepaßt werden.
D/E: Western-Blot und abgeleitete Eichkurve am Sensitivitätsmaximum. Trennung der
angegebenen Mengen Aβ(1-40) durch 15 % Tris-Tricin-PAGE. Detektion durch den mAk 1E8,
Verdünnung des sekundären Antikörpers 1:10000, Belichtung ca. 60 sek. Unter diesen
Bedingungen ist eine Detektion von 2 pg Aβ möglich.
Abhängigkeit der APP-Sekretion und Aβ-Bildung vom Kulturalter
Der bereits für die APP mRNA beschriebene Anstieg der APP-Expression bis zum Kulturtag 15 und
das Erreichen eines stabilen Plateaus läßt sich auch für die APP-Sekretion und Aβ-Bildung
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beobachten. Diese Phase einer relativ konstanten Stoffwechselsituation besteht bis zum Kulturtag 20-
25. Später fallen sowohl die Konzentrationen von APPs α als auch von Aβ langsam ab. Dies erfolgt
synchron mit den zu beobachtenden Verschiebungen des Isoformenmusters und der zunehmenden
GFAP-Expression (3.4.2). Im Gegensatz dazu zeigt der Anteil des zellulären APP (APP-
Immunreaktivität im Zellysat) keine derart ausgeprägte Dynamik, sondern einen langsamen, sehr
schwachen Rückgang mit zunehmendem Kulturalter.
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Abb. 3-28: Altersabhängigkeit der APP-Sekretion und der Aβ-Bildung in Kultur
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Mengen an APPs α (7,5 % SDS-PAGE, Western-
Blot mit 1E8) und Aβ (wie unter Abb. 3-27 D beschrieben) im Kulturmedium jeweils nach einer
Akkumulationsphase von 24 h nach einem Medienwechsel (0,1 % Serum) bestimmt. Zwischen
diesen Messungen wurden die Zellen im Erhaltungsmedium (2.1.4) gehalten. Aufgetragen sind
jeweils die Mittelwerte ± Standardabweichungen aus 3 Messungen an Kulturen einer gleichen
Serie. Alle Quantifizierungen erfolgten durch densitometrische Auswertung von
Chemilumineszenz-Filmen nach Western Blot.
Anreicherung von Aβ  im Medium
Die durch Prozessierung des endogenen APP gebildeten Aβ-Peptide reichern sich im Kulturmedium
an. Bei Konditionierung der Medien über 4-5 Tage war eine nahezu lineare Zunahme der Aβ-Menge
zu beobachten (Abb. 3-29), ohne daß morphologische oder durch Auftreten von LDH-Aktivität im
Kulturmedium detektierbare Zellschädigungen auftraten (Daten nicht gezeigt). Die in das
Kulturmedium sezernierten Aβ-Peptide sind stabil. Eine Inkubation des zellfreien konditionierten
Mediums über 24 h bei 37°C verringerte die Gesamtmenge des detektierbaren Aβ im Vergleich zu
einer sofortigen Aufarbeitung nicht (Abb. 3-29B).
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Abb. 3-29: Akkumulation und Stabilität von Aβ-Peptiden im Kulturmedium primär kultivierter
Neurone des Meerschweinchens
A: Akkumulation von Aβ-Peptiden im Kulturmedium. 
Primäre Kulturen wurden am Kulturtag 14 mit serumreduziertem (0,1 %) Medium versetzt,
welches nach der angegebenen Zeit aufgearbeitet und durch direkten Western-Blot (mAk 1E8)
analysiert wurde.
B: Stabilität der Peptide im zellfreien konditionierten Kulturmedium.
Über 72 h konditionierte zellfreie Kulturmedien (Kulturtag 15-17) wurden zum einen sofort
aufgearbeitet, zum anderen für jeweils 7 bzw. 24 h bei 37 °C inkubiert. Parallel erfolgte eine
Inkubation für 24 h bei 37 °C in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (CompleteTM 1:50,
Boehringer). 
Angegeben sind jeweils Mittelwerte ± Standardabweichungen aus 4 (Akkumulation) bzw. 3
(Stabilität) Messungen.
Wurde aus über einen Zeitraum von 5-6 Tagen konditioniertem Kulturmedium Aβ unter nicht-
denaturierenden Bedingungen (durch Immunopräzipitation, ohne Ameisensäurebehandlung) isoliert,
konnte festgestellt werden, daß ein Großteil der Aβ-Peptide in aggregierter Form vorlag (Abb. 3-30).
Dieses Muster entspricht dabei dem Elektrophoresebild von gealtertem synthetischen Peptid (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 3-30: Detektion aggregierter Aβ-Formen im
Kulturmedium
Zwei Proben von jeweils 12 ml konditioniertem (120 h)
Kulturmedium wurden durch Immunopräzipitation mit
dem mAK 1E8 analysiert. Die Präzipitate wurden durch
15 % Bicin/Harnstoff-PAGE getrennt und durch
Western-Blot mit dem mAk 1E8 analysiert. 
Das erhaltene Bandenmuster wurde als ein Gemisch
mono- bis tetramerer Formen interpretiert.
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3.5.1.3 Einfluß von Proteinphosphorylierung auf die Aβ−Bildung
In den vorangegangenen Kapiteln wurden primäre Zellkulturen des Meerschweinchens als ein System
charakterisiert, in dem Aβ stabil gebildet wird und reproduzierbar detektiert werden kann. In einer
ersten Anwendung sollte daher im folgenden der Einfluß eines veränderten zellulären
Phosphorylierungsstatus untersucht werden. Dazu wurden kultivierte Neurone mit Okadainsäure
(OA), einem Inhibitor der Proteinphosphatasen 1 und 2A behandelt.
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Abb. 3-31: Inhibition der Proteinphosphatasen 1 und 2A in primär kultivierten Zellen
Primäre Zellkulturen wurden am Kulturtag 15  für 16 h mit den angegebenen Konzentrationen des
Proteinphosphataseinhibitors Okadainsäure inkubiert. Als Kontrolle dienten zum einen
unbehandelte Kulturen, zum anderen eine Behandlung mit 10 nM Norokadanon. Beide Kontrollen
stimmten in ihren Werten überein (Daten nicht gezeigt).
A: Unbehandelte Kontrollzellen 
B: Zellen für 16 h mit 10 nM Okadainsäure inkubiert. Die immunhistochemische Darstellung
erfolgte jeweils durch Färbung mit einem polyklonalen anti-Stathmin-Antiserum (1:1000) und
DAB-Färbung. Dabei konnten keine Zellverluste und auffällige mophologische Veränderungen
beobachtet werden.
C: Einfluß der Phosphataseinhibition auf APP-Prozessierung und Zellvitalität.
APP- und Aβ-Detektion erfolgten durch Western-Blot mit dem mAk 1E8 und densitometrischer
Auswertung der Chemilumineszenz-Filme. 100 µl Kulturmedium wurde zur LDH-Messung
eingesetzt. Die DNA-Fragmentierung wurde in Triton X-100 Lysaten mittels „Cell Death ELISA“
(Boehringer Mannheim) gemessen.
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Die Erhöhung des zellulären Phosphorylierungsstatus führt dabei im Vergleich zu Kontrollen
(unbehandelt, bzw. mit 10 nM Norokadanon, einem Strukturanalogon ohne phosphatasehemmende
Eigenschaften) zu einer gesteigerten APP-Sekretion und verringert die Freisetzung löslicher Aβ-
Peptide. Bei einer Behandlung bis 16 h mit Okadainsäurekonzentrationen bis zu 10 nM tritt keine
direkt beobachtbare Zellschädigung auf (Morphologie oder LDH-Assay). Im DNA-Fragmentierungs-
assay kann jedoch die konzentrationsabhängige Induktion von Apoptose nachgewiesen werden (Abb.
3-31).
3.5.2 APP-Prozessierung in vivo
Zur Charakterisierung der Prozessierung in vivo wurde Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) des Meer-
schweinchens auf die Anwesenheit von APP-Prozessierungsprodukten untersucht. Analog zu dem
unter 3.5.1.1 beschriebenen Vorgehen konnten auch in der CSF sezernierte APP-Formen
nachgewiesen werden, die sowohl dem durch α- als auch β-Sekretase generierten APPs entsprechen
(Abb. 3-32).
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Abb. 3-32: Detektion sezernierter APP-Formen in CSF des Meerschweinchens
500 µl CSF wurden einer mehrfachen Immunopräzipitation mit dem mAK 1E8 unterzogen. Aus
den Überständen der 1., 4. und 5. Präzipitation (IP1, 4 bzw. 5) wurden jeweils Aliquote von 25 µl
durch SDS-PAGE (7,5 %) analysiert. Der Western Blot wurde sequentiell mit den mAk 1E8 (A),
22C11 (B) und LN27 (C) unter Nutzung von Chemilumineszenz-Detektion entwickelt. Durch den
mAK 1E8 wird dabei spezifisch α-sezerniertes APP detektiert, während die mAK 22C11 sowie
LN27 α- und β-APPs erkennen (vgl. Abb. 3-25).
Auch in der CSF des Meerschweinchens konnten Aβ-Peptide nachgewiesen werden (Abb. 3-33). Ihre
Konzentration liegt in der Größenordnung von 8 ng/ml (7,8 ± 2,1 ng/ml; nach elektrophoretischer
Trennung am Western-Blot durch Vergleich mit einer Aβ-Eichkurve bestimmt; Mittelwert aus 3
Bestimmungen). Ca. 80 % der detektierbaren Aβ-Immunreaktivität wird dabei durch Aβ(1-40)
gebildet (Abb. 3-33).
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Abb. 3-33: Detektion von Aβ-Peptiden in der CSF des Meerschweinchens
A: Jeweils 15 µl CSF wurden mit 15 µl 2× Bicin-Probenpuffer versetzt und auf einem 15 %igen
Tris-Bicin-Minigel (Mini-Protean II, Biorad) getrennt.
B: Trennung der Aβ-Formen (1-40) und (1-42). 500 µl CSF wurden durch Immunopräzipitation
mit 5 µg mAk 1E8 analysiert. Die Trennung erfolgte durch 15 % Bicin-Harnstoff-SDS-PAGE mit
20 cm Trennstrecke (Protean IIxi, Biorad). Als Vergleich wurden jeweils 500 pg der synthetischen
Aβ-Peptide aufgetragen.
Die Visualisierung erfolgte jeweils durch Western-Blot mit dem mAk 1E8 und Chemilumineszenz-
Detektion.
3.5.3 Suche nach einer Amyloidpathologie in alten Meerschweinchen
Unter Bezug auf die von Perusini (1910) erwähnte Beobachtung amyloidähnlicher Strukturen im
Meerschweinchen-Hirn, wurde in weiteren Experimenten versucht, diese Befunde mittels moderner
immunhistochemischer Verfahren zu bestätigen. Dabei gestaltete sich bereits die Suche nach alten
Tieren äußerst schwierig, da über das von Meerschweinchen in Gefangenschaft erreichbare Alter nur
spärliche Angaben existieren.
Im Verlauf von 2 Jahren wurden 4 Meerschweinchen im Alter zwischen 6 und 11 Jahren untersucht.
Alle immunhistochemischen Verfahren zur Amyloiddetektion unter Nutzung der Antikörper 1E8,
8H6, 4G8 und 3F6 (DAKO) sowie Thioflavin S-Färbung blieben jedoch negativ.
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4 Diskussion
4.1 APP ist ein evolutionär konserviertes Protein
Im Verlauf der APP-Forschung wurden APP cDNA verschiedener Spezies kloniert und sequenziert.
Bereits nach der Klonierung der ersten APP cDNA 1987 durch Kang et al. und der Beschreibung
homologer Proteine in anderen Säugetieren (Ratte, Maus, Primaten) Ende der 80er Jahre wurde
aufgrund der relativ großen Homologien zwischen den APP cDNA-Sequenzen verschiedener Spezies
die evolutionäre Konservierung des APP postuliert. Diese Annahme wurde bisher jedoch nur durch
die Kenntnis von vier vollständig beschriebenen cDNA-Sequenzen verschiedener Säugetierarten
sowie einer Reihe von partiellen Sequenzen, insbesondere im Bereich der Aβ-Region, gestützt
(Shivers et al. 1988; Kang und Müller-Hill, 1989; Yamada et al. 1987, 1989; Podlisny et al. 1991;
Johnstone et al. 1991). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit der APP cDNA des
Meerschweinchens eine weitere vollständige APP-Sequenz charakterisiert. Diese cDNA wurde durch
einen PCR-gestützten Ansatz kloniert und der Sequenzierung zugänglich gemacht. Sowohl der rapide
Fortschritt auf PCR basierender Methoden zur Genamplifikation als auch die Kenntnisse der APP-
Homologien ermöglichten diesen zeitsparenden Ansatz. Als besonders günstig erwies sich die
Möglichkeit, über eine „inverse“ PCR beide Enden der APP cDNA simultan zu amplifizieren. Diese
ursprünglich zur Amplifizierung flankierender genomischer Sequenzbereiche beschriebene Technik
(Hartl und Ochman, 1994) wurde bisher nur selten zur cDNA-Klonierung genutzt. Andere, die
Methoden der Klonierung nachhaltig verändernde Entwicklungen, wie die industrielle Produktion von
Genbibliotheken, die Charakterisierung von ESTs („expressed sequence tags“) und genomische
Sequenzierprojekte sind für das in dieser Arbeit untersuchte Tiermodell, das Meerschweinchen,
bisher nicht verfügbar. Generell gehört das Meerschweinchen, obwohl seit Jahrzehnten als Labor- und
Versuchstier speziell im Bereich der Physiologie genutzt, zu den Säugetieren, über die noch sehr
wenige molekularbiologische Informationen vorliegen (Tab. 4-1).
Tab. 4-1: Übersicht über den molekularbiologischen Kenntnisstand von Mensch, Meerschweinchen,
Ratte und Maus
Nucleotid-, Protein-, und Proteinstrukturdatenbanken wurden unter Nutzung des „NCBI-
Taxonomy-Browsers“1 nach den entsprechenden Spezies abgesucht. Dargestellt sind die Zahl der
gefunden Einträge (Stand 22.06.1998). Dabei ist jedoch die große Zahl an EST-Daten speziell für
Mensch und Maus zu berücksichtigen. Diesen Einträgen ist in der Regel keine funktionale
Beziehung zu einem Genprodukt zugeordnet. Nicht berücksichtigt wurde außerdem die
unvermeidlich auftretende Redundanz mancher Datenbankeinträge (So sind beispielsweise dem
Human-APP über 40 Einträge zugeordnet).
Anzahl der Einträge
Nucleotidsequenzen Proteinsequenzen Strukturen
Mensch 1286140 49652 1332
Meerschweinchen
(alle Arten der Gattung Cavia)
335 748 3
Ratte (R. norvegicus und R. rattus) 58928 15111 183
Maus (Mus musculus) 361804 27334 270
                                                     
1
  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/tax.html
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daß die Sequenz des Meerschweinchen-APP über die
Aβ-Region hinaus Homologien von über 90 % zu anderen bekannten APP cDNAs verschiedener
Spezies aufweist. Insbesondere in der C-terminalen Hälfte des Moleküls besteht auf Proteinebene eine
nahezu 100 %ige Sequenzübereinstimmung zum humanen APP. Die relativ größten Variabilitäten
finden sich im Bereich des Signalpeptides sowie des Exons 8 (MRC-Ox2 Domäne). Für das Exon 8
zeigen sich auch im Vergleich zwischen den bereits bekannten Sequenzen größere Heterologien, so
daß für diese Region eine größere evolutionäre Variabilität angenommen werden kann (Yamada et al.
1989). Da diese Domäne bisher unbekannter Funktion in den neuronal dominierend exprimierten
APP-Isoformen fehlt, sollten zumindest in Neuronen hier keine funktionellen Konsequenzen erwartet
werden. Durch diese vorgestellten Befunde wird die Annahme einer evolutionären Konservierung des
APP weiter unterstützt. Eine derartige konservierte Proteinstruktur sollte auf eine im wesentlichen
unveränderte Funktion des Proteins hinweisen. APP scheint jedoch keine essentielle physiologische
Funktion zu besitzen, da APP-„knockout“ Mäuse lebensfähig sind und keine klaren funktionellen
Defizite zeigen (Müller et al. 1994; Zheng et al. 1995). Möglicherweise kann hier aufgrund der
vorhandenen Strukturhomologien eine funktionelle Substitution durch APP-ähnliche Proteine
erfolgen (Sprecher et al. 1993; Wasco et al. 1993; Slunt et al. 1994).
Molekulargenetische Algorithmen erlauben die Analyse von Verwandtschafts- und Abstammungs-
verhältnissen anhand von Sequenzvergleichen. Ein derartiger Vergleich der APP cDNAs voller Länge
(APP 770) verschiedener Spezies unter Nutzung von Clustal-Algorithmen spiegelt in seiner Form
phylogenetische Verwandtschaften wider (Abb. 4-1). Dabei zweigt das Meerschweinchen-APP relativ
frühzeitig aus einer gemeinsamen Entwicklungslinie von Primaten und Nagetieren ab, entfernt sich
jedoch weniger weit vom Human-APP als Maus- oder Ratten-APP. Diese Beobachtung steht in
Einklang mit den Ergebnissen aktueller, umfangreicher molekulargenetischer Untersuchungen des
kompletten mitochondrialen Genoms, unter Einbezug der Protein-codierenden Sequenzen sowie der
mitochondrialen rRNA, in deren Ergebnis Meerschweinchen von den eigentlichen Nagetieren
separiert und einer eigenen Ordnung Hystricomorpha zugeordnet wurden (D'Erchia et al. 1996).
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Abb. 4-1: Phylogenetischer Baum der APP-codierenden Sequenzen (Cladogramm)
Diese Darstellung wurde aus einem Alignment der codierenden Nucleotidsequenzen der längsten
Isoform (APP 770) der jeweils genannten Spezies abgeleitet (Beck et al. 1997; Multalin, DNA-
Star). 
Die Skalierung erfolgte nach Sequenzdistanzen in relativen Einheiten.
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Interessanterweise kommt die proteinchemische Analyse des Isoformenmusters eines ebenfalls in
Verbindung mit der Alzheimerschen Erkrankung diskutierten und untersuchten Proteins, des
Mikrotubuli-assoziierten Proteins τ, zu einem analogen Schluß (Janke et al. 1998; unveröffentlichte
Beobachtungen). Auch hier zeigen sich deutliche Unterschiede im Vergleich des Proteinmusters des
Meerschweinchens zu anderen Nagetieren. Es darf jedoch nicht unerwähnt bleiben, daß die
phylogenetische Einordnung des Meerschweinchens weiterhin kontrovers diskutiert wird (Cao et al.
1997). 
Führt man eine derartige, auf Sequenzvergleichen beruhende Analyse unter Einbeziehung weiterer
Spezies (Xenopus laevis; Okado und Okamoto, 1992 und Narke japonica; Iljima et al. 1998) mit den
APP-Aminosäuresequenzen durch, gelangt man unter Nutzung gleicher Algorithmen zu einer
differenten Einordnung des Meerschweinchen-APP (Anlage 5). Während bei einer auf cDNA-
Sequenzen beruhenden Analyse das unter Abb. 4-1 gezeigte Cladogramm erstellt werden konnte,
findet man bei einer Analyse der Proteinsequenzen das Meerschweinchen-APP näher an das APP der
Primaten gestellt. Im ersten Fall (Abb. 4-1) scheint das erhaltene Bild stärker von phylogenetischen
Faktoren bestimmt zu sein, da hier auch „stille“ Sequenzveränderungen auf DNA-Ebene mit erfaßt
werden, während im zweiten „Stammbaum“ die relative Ähnlichkeit der Proteine zum Ausdruck
kommt (Tab. 3-1 sowie Anlage 5).
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Abb. 4-2: Vergleichende Analyse der Aminosäuresequenzen von Human- und Meerschweinchen-APP
Dargestellt sind jeweils die Analyseergebnisse etablierter Algorithmen zur Strukturvorhersage (α-
Helix-, β-Faltblatt- und „random coil“-Wahrscheinlichkeiten nach Garnier-Robson; Garnier et al.
1978), Hydrophobizität (Kyle und Doolittle, 1982) und Antigenität (Jameson und Wolf, 1988). Die
Werte für Human-APP sind in blau, diejenigen für Meerschweinchen APP in rot dargestellt. Dabei
zeigen sich im wesentlichen übereinstimmende Strukturwahrscheinlichkeiten. Die sich durch hohe
Hydrophobizität (Kyte-Doolittle-Plot) auszeichnenden Bereiche des Signalpeptides (Aminosäuren
1-18) und der Transmembrandomäne (Aminosäuren 700-723) sind grau unterlegt dargestellt.
Die Analyse wurde mittels „Protean“ (Lasergene Package, DNA-Star) durchgeführt.
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Ein direkter Vergleich der sequenzabgeleiteten Eigenschaften des Human- und Meerschweinchen-
APP zeigt die nahezu vollständige Übereinstimmung beider Proteine (Abb. 4-2).
Dabei fällt z.B. ein Bereich hoher α-Helix-Wahrscheinlichkeit in unmittelbarer Nähe der Trans-
membrandomäne auf, der als strukturelle Voraussetzung der Prozessierung durch α-Sekretase
diskutiert wird (Sisodia, 1992; Arribas et al. 1997). Deutlich erkennbar ist auch, daß die erwähnten
Sequenzunterschiede keinen Einfluß auf die hydrophoben Eigenschaften des Signalpeptides besitzen.
4.2 Die Expression des Meerschweinchen-APP entspricht dem Muster des
Human-APP
RNA-Expression und alternatives Spleißen
APP ist ein ubiquitär exprimiertes Protein. So konnte auch in allen untersuchten Meerschweinchen-
geweben APP-mRNA detektiert werden. Northern-Blot-Analysen zeigten eine starke Expression in
Hirn, Niere und Lunge. Dieses Muster weist große Ähnlichkeit mit dem Human-APP (Tanaka et al.
1989) auf. Im Vergleich verschiedener Hirnregionen des Meerschweinchens untereinander zeigte sich
ein ähnliches APP-Transkriptniveau, wie es auch für die Expression im humanen Hirn beschrieben
wurde (Goedert, 1987). Um die Expressionsstärke in verschiedenen Organen vergleichen zu können,
erforderte die Auswertung der Northern-Blot-Analysen Voruntersuchungen zur Auswahl einer
geeigneten Bezugsgröße. Beim Vergleich häufig genutzter interner Standards (GAPDH, β-Aktin bzw.
rRNA) zeigten sich stark unterschiedliche Expressionsstärken für GAPDH-mRNA bzw. β-Aktin-
mRNA. Dies steht in Übereinstimmung mit Beobachtungen, die Unterschiede in der Expression der
GAPDH-mRNA bis zu einem Faktor von 25 zwischen verschiedenen Geweben der Ratte beschreiben,
wobei eine besonders hohe GAPDH-Expression im Skelettmuskel festgestellt wurde (Piechaczyk et
al. 1984). Daher wurde für eigene Untersuchungen der Bezug auf 28 S rRNA gewählt. Diese
Bezugsgröße scheint für einen Vergleich verschiedener Gewebe unterschiedlicher physiologischer
Funktionen und unterschiedlicher Stoffwechselsituationen am geeignetsten zu sein. 
Auffällig ist die beobachtete hohe APP-Expression in der Lunge, die auf einem ähnlich hohen Niveau
wie in Hirn und Niere liegt. Dies wurde für das Human-APP nicht beschrieben, jedoch ist eine hohe
Expression des humanen APP-ähnlichen Proteins APLP2 in der Lunge bekannt (Wasco et al. 1993).
Da für APP und APLP eine funktionelle Homologie diskutiert wird, kann dies auf ein verändertes
Expressionsmuster von APLP und eine Funktionssubstitution durch APP im Meerschweinchen
hindeuten. Da jedoch bisher keine Kenntnisse über weitere Mitglieder der APP-Genfamilie in
Meerschweinchen vorliegen, muß diese Überlegung spekulativ bleiben.
Weitere Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit dienten der Charakterisierung des
alternativen Spleißens der APP-mRNA in Meerschweinchengeweben. Unter Nutzung einer Serie von
RT-PCR-Assays konnte nachgewiesen werden, daß ein alternatives Spleißen der mRNA des Meer-
schweinchen-APP nur analog zum Human-APP erfolgt. Es konnten ausschließlich Isoformen
detektiert werden, die durch das alternative Spleißen der Exons 7, 8 und 15 entstanden. Dabei wurden
5 der 8 theoretisch zu erwartenden Isoformen direkt elektrophoretisch nachgewiesen. Um einen
Überblick über das Isoformenmuster gewinnen zu können, wurden zunächst die Spleißereignisse an
den Exons 7 und 8 untersucht und die Analyse im weiteren um das Spleißen am Exon 15 erweitert.
Die Analyse durch RT-PCR ist eine robuste Nachweismethode, da auch in teilweise degradierter
RNA noch korrekte Isoformenverhältnisse nachgewiesen werden können (Golde et al. 1990). Die
Amplifizierungseffizienzen der genutzten PCR-Primerpaare wurden bestimmt. Sie liegen mit einem
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Wert E von ca. 0,9 dabei höher als vergleichbare Literaturangaben (Golde et al. 1990: APP 695: 0,74,
APP 751/770: 0,66). Dies könnte zum einen durch eine Weiterentwicklung der PCR-Methodik,
speziell in der Thermocycler-Technologie bedingt sein, andererseits aber auch auf die unter-
schiedlichen genutzten Primerkombinationen und DNA-Polymerasen zurückzuführen sein. Im
Gegensatz zur genannten Arbeit wurden die den unterschiedlichen Isoformen entsprechenden PCR-
Produkte mit nahezu gleicher Effizienz amplifiziert. Dies ist wahrscheinlich auf den im Assay von
Golde et al. (1990) vorhandenen sehr großen relativen Größenunterschied der Amplimere (APP 695
nur 87 bp, APP 770 312 bp) zurückzuführen. 
Einige Autoren beschreiben verkürzte APP-mRNA-Formen (de Sauvage und Octave, 1989; Jacobsen
et al. 1991). Diese sog. APRP (1.2.3.1) können im genutzten RT-PCR-Assay (Primerpaar
sm629/ag1150) nur teilweise erfaßt werden (nur APRP 563, nicht jedoch APRP 365, welches kein
Exon 9 enthält). Unter Nutzung des Primerpaares sm629/ag2135 werden sie nicht erfaßt. Ob APRP
mRNA ebenfalls in alternativen Isoformen vorliegen kann, ist bisher nicht bekannt. Da jedoch die
durch beide genutzten PCR-Primerpaare (sm629/ag1150 und sm629/ag2135) detektierten Relationen
der Isoformen zueinander weitgehend übereinstimmen, sollten APRP-Formen in ihrer Konzentration
nur einen unbedeutenden Anteil der Gesamt-APP-Transkriptmenge stellen. Letztere Annahme wird
auch durch die nahezu ausschließliche Detektion von ca. 3,5 kb großen APP-Transkripten im
Northern-Blot (3.2.2) unterstützt. Ebenso erscheint es möglich, daß in Meerschweinchengeweben
keine APRP-mRNAs exprimiert werden (Jacobsen et al. 1991). APRP-mRNA wurde von diesen
Autoren nur in humanem Hirngewebe, nicht jedoch im Rattenhirn nachgewiesen.
Beim Vergleich des APP-Isoformenmusters des Meerschweinchens mit der detaillierten Analyse der
APP-Expression in Rattengeweben (Sandbrink et al. 1994c) fallen vor allem Unterschiede in der
Expression der L-APP-Isoformen ohne Exon 15 auf. In Meerschweinchengeweben wurden höchste
Werte der L-APP-Expression in Lunge, Milz und Uterus gemessen. Diese liegen jedoch mit Werten
zwischen 15 und 20 % deutlich unter den für Rattengewebe beschriebenen Anteilen von 63 %, 58 %
und 45 % in den genannten Organen (Sandbrink et al. 1994c). Vor dem Hintergrund der geringeren
molekularbiologischen Kenntnisse über Meerschweinchen kann hier nur über ein im Vergleich zur
Ratte verändertes Expressions- bzw. Aktivitätsmuster bestimmter Spleißfaktoren spekuliert werden.
So zeigten Tsukahara et al. (1995) einen direkten Einfluß der Expression des Spleißfaktors U2AF auf
das Spleißmuster des L-APP in sich differenzierenden P19-Zellen. Weiterhin könnten Unterschiede in
regulatorischen Sequenzelementen, die das APP-Spleißen beeinflussen, angenommen werden (vgl.
Shibata et al. 1996).
Das Expressionsmuster in verschiedenen Hirnregionen folgt im wesentlichen der Reihenfolge
APP 695 > APP 751 > APP 770 (wobei hier die korrespondierenden L-APP Formen mit
eingeschlossen sind). APP 714 mRNA konnte nur unter veränderten PCR-Bedingungen detektiert
werden und stellt mit einem geschätzten Anteil von < 1 % die am geringsten exprimierte Isoform dar.
Dieser Befund steht in Übereinstimmung mit den im Rattenhirn durch in situ-Hybridisierung
gewonnenen Daten (Sola et al. 1993). Tendenzielle Unterschiede wurden zwischen Hirnregionen und
Rückenmark gefunden, die mit einer erhöhten Expression der KPI-haltigen Isoformen im Rückenmark
einhergehen. Generell ist beim Vergleich eigener Daten mit Literaturangaben zu anderen Spezies eine
stärkere Expression KPI-haltiger Isoformen in Hirnregionen des Meerschweinchens zu verzeichnen
(Tanaka et al. 1989; Golde et al. 1990; Sandbrink et al. 1994c). Dabei ist jedoch zu berücksichtigen,
daß ein direkter Vergleich, zumindest zwischen Mensch und Meerschweinchen, aufgrund der
phylogenetischen Abstände nur mit Vorsicht möglich erscheint.
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In allen untersuchten peripheren Geweben des Meerschweinchens ist APP 770 (eine Unterscheidung
von L-APP 752 konnte im genutzten Assay nicht getroffen werden) die mit Anteilen zwischen 50 %
und 70 % der APP-Transkripte dominant exprimierte Isoform. Hier zeigen sich tendenzielle
Unterschiede zur APP-Expression in humanen (Tanaka et al. 1989) und Rattengeweben (Sandbrink et
al. 1994c). Beide Autoren beschreiben z.B. für die Niere ein Überwiegen der nur Exon 7 enthaltenden
Isoformen (APP 751 und L-APP 733). Da über eine Funktion der Exon 8-codierten Ox-2 homologen
Domäne bisher jedoch keine Angaben existieren und dieser Region zudem eine größere evolutionäre
Variabilität im Vergleich zum Gesamtmolekül zugeschrieben wird (Yamada et al. 1989), kann über
eine mögliche funktionelle Konsequenz dieses unterschiedlichen Expressionsmusters keine Aussage
getroffen werden. Das grundsätzliche Muster der Expression KPI-haltiger Isoformen in peripheren
Geweben bleibt jedoch im Vergleich aller untersuchten Spezies gleich. Mit Ausnahme des
Herzmuskels (30 %) liegt der Anteil KPI-loser Isoformen (APP 695 und L-APP 677) in allen
untersuchten peripheren Geweben des Meerschweinchens zwischen 8 % und 15 %, einer
Größenordnung, die der beschriebenen Expression in humanen (Golde et al. 1990, Tanaka et al. 1989)
und Rattengeweben (Sandbrink et al. 1994c) entspricht. Die Isoform APP 714 (und L-APP 696)
konnte in einigen peripheren Geweben (Lunge, Skelettmuskel, Uterus) nach erhöhter PCR-Zyklenzahl
nachgewiesen werden. Es ist jedoch anzunehmen, daß auch diese Isoform (wenn auch in äußerst
geringer Konzentration) in anderen Geweben exprimiert wird (Golde et al. 1990). Unter den
genutzten Bedingungen reichte die Sensitivität des Assays zur Detektion offensichtlich nicht aus.
4.3 Rekombinantes Meerschweinchen-APP wird wie Human-APP prozessiert
Zur Charakterisierung der klonierten cDNA und als Kontrolle der PCR-abgeleiteten Sequenz-
information wurde Meerschweinchen-APP in zwei unterschiedlichen zellulären Systemen exprimiert.
Überexpression in E. coli
Im prokaryontischen System (E. coli TG2) erfolgte unter der Kontrolle des E. coli Lac-Promotors die
Expression eines aus dem N-Terminus der bakteriellen β-Galactosidase (39 Aminosäuren) und dem
kompletten Leserahmen der APP-Isoformen 695 und 770 bestehenden Fusionsproteins. Der genutzte
Plasmidvektor (pBluescript) ist ein Plasmid, das in hohen Kopienzahlen in der Zelle vorliegt, jedoch
keinen für das Lac-Repressor-Protein codierenden Leserahmen besitzt. Aufgrund des daraus
resultierenden Mißverhältnisses zwischen der Kopienzahl des Lac-Promotors einerseits und der
zelleigenen Expression des Lac-Repressors andererseits, kann eine basale Expression des
Fusionskonstruktes beobachtet werden. Die Expression kann durch Zugabe von IPTG und die damit
verbundene vollständige Aktivierung des Lac-Promotors deutlich erhöht werden. Da eine derartige
Aktivierung die Zellteilung stoppt (3.3.1), wurde ein modifiziertes Schema der Induktion genutzt, in
dem exponentiell wachsende Kulturen mit IPTG stimuliert wurden (Abb. 3-16). Die Fusionsproteine
beider Isoformen konnten mit einer Reihe von anti-APP bzw. anti-Aβ-Antikörpern detektiert werden.
Damit konnte die Konservierung der entsprechenden Antikörperepitope im Meerschweinchen-APP
und die Eignung dieser Antikörper zur APP-Detektion im Meerschweinchen-System belegt werden.
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Expression und Prozessierung im humanen Zellsystem
Die humane Neuroblastom-Zellinie SY5Y ist ein gut eingeführtes Modellsystem, in dem eine
amyloidogene Prozessierung von APP erfolgen kann (Dyrks et al. 1993). In dieser Zellinie wurde
Meerschweinchen-APP 695 unter Kontrolle des CMV-Promotors exprimiert. Ein Vergleich der
Proteinmuster des zellulären sowie des sezernierten APP durch Western-Blot unter Nutzung der
Antikörper 1E8 (Epitop innerhalb der Aβ-Region) und 22C11 (Epitop im N-terminalen Bereich)
zeigte ein im wesentlichen identisches Bild. Das dargestellte Bandenmuster wurde posttranslationalen
Modifizierungen (Glykosylierung) zugeordnet (Weidemann et al. 1989). Auch ein Vergleich der
gebildeten Aβ-Peptide zeigte keinen Unterschied zwischen Human- und Meerschweinchen-APP
(Abb. 3-19). Human- und Meerschweinchen-APP werden also in diesem zellulären System gleichartig
modifiziert und prozessiert. Damit kann eine durch die Primärstruktur des Proteins bedingte, im
Vergleich zum Human-APP veränderte Prozessierung, wie sie im Fall des Ratten- bzw. Maus-APP
beschrieben wurde (de Strooper et al. 1995), für das Meerschweinchen-APP ausgeschlossen werden.
4.4 Endogenes Meerschweinchen-APP wird in vitro und in vivo zu
humananalogen Aß-Peptiden prozessiert
Methodik der Aβ-Detektion
Die Detektion von Aβ-Peptiden in biologischen Flüssigkeiten ist seit der Beschreibung der
Amyloidpeptide aufgrund der geringen endogenen Konzentrationen und der Aggregationstendenzen
der Peptide eine technisch herausfordernde Aufgabe. Zahlreiche Detektionssysteme und -methoden
wurden beschrieben, wie z.B. ELISA (Kim et al. 1990; Seubert et al. 1992; Gravina et al. 1995),
Immunopräzipitation gekoppelt mit Massenspektrometrie (Wang et al. 1996) und Western-Blot
Analysen (Ida et al. 1996a; Klafki et al. 1996; Wiltfang et al. 1997). Die Sensitivität und Spezifität
dieser Nachweisverfahren werden dabei primär durch die eingesetzten Detektionsantikörper
bestimmt. Der Übertragbarkeit beschriebener Methoden sind vor allem durch die Verfügbarkeit der
genutzten Antikörper Grenzen gesetzt. Es war daher notwendig, eigene Assays zur Detektion von Aβ-
Peptiden zu etablieren. In ersten Versuchen wurde zunächst mit der Methode der Immunopräzipitation
nach metabolischer Markierung der Zellkulturen gearbeitet und die Eignung einer Reihe kommerziell
verfügbarer anti-Aβ-Antikörper getestet. Der monoklonale Antikörper 1E8 erwies sich letztlich als
besonders geeignet zur Detektion von Aβ durch Immunopräzipitation sowie im Western-Blot. Das
von diesem Antikörper erkannte Epitop wurde im Bereich der Aminosäuren 4-8 des Aβ kartiert
(Mönning, 1997; persönliche Mitteilung). In Übereinstimmung mit der Lage des Epitops zwischen
den Schnittstellen der α- und β-Sekretase, wird von diesem Antikörper auch sezerniertes APPs (α)
sowie APP voller Länge erkannt (vergl. 3.2.1/3.2.2). Im folgenden wurde ein Assay zur direkten Aβ-
Detektion aus Kulturmedien entwickelt. Damit können Aβ-Peptide aus ca. 500 µl konditioniertem
Kulturmedium (ca. 20-40 pg) sicher detektiert werden. Diese Sensitivität erreicht damit den für
ELISA-Methoden beschriebenen Empfindlichkeitsbereich von ≤ 0,1 ng/ml (Seubert et al. 1992;
Gravina et al. 1995) bzw. 20 pg/ml (Hock et al. 1998). Unter Nutzung dieses Western-Blot-Assays
konnten noch 2 pg synthetisches Aβ(1-40) detektiert werden. Diese Empfindlichkeit stimmt mit
anderen beschriebenen Verfahren überein (Ida et al. 1996a). Unter Verwendung geeigneter
Gelsysteme (Wiltfang et al. 1997) erlaubt die Aβ-Analyse am Western-Blot die Trennung der Aβ-
Formen Aβ(40) und Aβ(42) bei Einsatz nur eines primären Detektionsantikörpers. Die beschriebene
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Möglichkeit der Trennung von Aβ(1−42) und Aβ(1-43) (Wiltfang et al. 1997) konnte bei Anwendung
der Chemilumineszenz-Detektion durch die im Vergleich zur Silberfärbung geringere Trennschärfe
nicht erreicht werden. Eine Limitation der Anwendung des Antikörpers 1E8 ergibt sich durch die
Lage des Epitops im N-terminalen Bereich der Aβ-Sequenz. Daher können durch diesen Antikörper
zum einen N-terminal verkürzte Aβ-Formen, zum anderen p3-Peptide (Produkte der α- und γ-
Sekretase) nicht erfaßt werden (vgl. Ida et al. 1996). Es standen jedoch keine Antikörper
vergleichbarer Sensitivität mit einem C-terminal gelegenen Epitop zur Verfügung. Versuche mit dem
mAk 4G8 (Kim et al. 1988) erreichten am Western-Blot nur eine Nachweisgrenze von 20-50 ng Aβ
(Daten nicht gezeigt) und lassen daher keine vergleichbaren Analysen zu.
In Tab. 4-2 werden die zur Aβ-Detektion genutzten Methoden hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit und
ihrer Eigenschaften miteinander verglichen.
Tab. 4-2: Vergleich der genutzten Detektionsverfahren für Aβ-Peptide
Metabolische
Markierung /
Immunopräzipitation
Immunopräzipitation /
Western-Blot
direkter Western-Blot
Anwendungsgebiete kultivierte Zellen und
Zellkulturmedien
kultivierte Zellen und
Zellkulturmedien,
Liquor,
eventuell Gewebelysate
Zellkulturmedien bis
max. 1 % Serumgehalt,
Liquor
Aufwand hoch hoch mittel
Aβ-Formen 40/42 Unterscheidung bei Nutzung geeigneter Trennsysteme möglich
Erfassung des
Aggregationsstatus
möglich möglich nach
TCA/Ameisensäure-
behandlung nicht
möglich,
in nativen Liquorproben
möglich
Maskierung von Aβ-
Epitopen durch Aβ
bindende Proteine
möglich möglich durch Ameisensäure-
behandlung zu
verringern bzw.
aufzuheben
Bedingungen für
Kulturmedien
während Markierung
serumreduziert
bis 5 % Serum 0,1-1 % Serum
Anreicherungszeit von Minuten (Puls-
Markierung) bis
wenigen Stunden
16 h bis 120 h 16 h bis 120 h
Aβ-Bildung
Die Bildung von Aβ-Peptiden ist nicht a priori ein Kennzeichen pathologischer Veränderungen,
sondern ebenso Produkt physiologischer Stoffwechselsituationen (Haass et al. 1992; Shoji et al.
1992). Der Prozeß der proteolytischen APP-Prozessierung kann jedoch durch eine Vielzahl von
Faktoren moduliert werden. So können dabei intrinsische Faktoren, wie z. B. Unterschiede in der
APP-Primärstruktur (Sequenzunterschiede der Human- vs. Nager-Aβ-Domäne, de Strooper et al.
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1995), APP-Mutationen (vgl. 1.2.3.7) oder unterschiedliche zellbiochemische Hintergründe (z.B.
neuronale vs. nichtneuronale Zellen, Tienari et al. 1996b, Hartmann et al. 1997) ebenso wirken wie
exogene Einflüsse, so z. B. exogene Stimuli (z. B. Nitsch et al. 1992) oder Proteinüberexpression
(Fukuchi et al. 1992).
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß Meerschweinchen-APP zu Aβ-Peptiden
prozessiert wird und daß diese Prozessierung große Ähnlichkeiten mit der des Human-APP aufweist.
Aβ-Peptide und lösliche APP-Derivate (α- und β-sezerniert) konnten sowohl im Liquor als auch in
konditionierten Zellkulturmedien detektiert werden. Zur Analyse wurde vorrangig eine direkte
Western-Blot-Analyse nach denaturierender Aufarbeitung in 80 % Ameisensäure genutzt. Diese bietet
gegenüber einer Immunopräzipitation oder ELISA den Vorteil, daß die Möglichkeit einer Maskierung
von Aβ-Antikörperepitopen durch Aβ-bindende Proteine, wie z. B. ApoE (im Liquor; Strittmatter et
al. 1993a) oder Albumin (Matsumoto et al. 1997) verringert bzw. ausgeschlossen wird. Dies könnte
erklären, daß der durch Western-Blot bestimmte Aβ-Gehalt in CSF des Meerschweinchens (8-
10 ng/ml) höher ist als der durch ELISA bestimmte Aβ-Gehalt (Literaturdaten: 2,5 ng/ml; Seubert et
al. 1992). Wie bereits erwähnt, können in der genutzten Analyse durch Western-Blot keine N-terminal
modifizierten Αβ-Peptide detektiert werden, deren Vorkommen auch im humanen Liquor beschrieben
wurde. Jedoch wird der hauptsächliche Anteil der Aβ-Formen im humanen Liquor durch Peptide mit
dem N-Terminus von Asp1 gebildet (Vigo-Pelfrey et al. 1993).
4.5 Untersuchung der Aß-Bildung unter physiologischen Bedingungen -
Meerschweinchen als Modellsystem
Nagetiere als Modellorganismen
Bereits frühzeitig wurde ein Zusammenhang zwischen Aβ-Sequenz und der Bildung von
Amyloidablagerungen vermutet (Johnstone et al. 1991). Neben Untersuchungen an Primaten (Price et
al. 1991; Podlisny et al. 1991; Price und Sisodia, 1994; vgl. 1.3.1) und Hunden (Cummings et al.
1993, 1996a, 1996c) konzentrierten sich die Arbeiten zur Etablierung von Modellsystemen zunächst
jedoch auf die bekannten Nagetiere, die als Modellorganismen eingeführt und besonders gut bekannt
sind. Eine Vielzahl von Ansätzen verfolgte das Ziel der Erzeugung einer Amyloidpathologie in
transgenen Nagetieren, im wesentlichen bei Mäusen, da hier entsprechende Technologien zur
Verfügung stehen (vgl. 1.3.2). Durch diese Arbeiten wurden immense Fortschritte im Verständnis der
Amyloidbildung erreicht. Allerdings beruhen die erzielten pathologischen Effekte auf einem
unphysiologisch hohen APP-Expressionsniveau, wobei durch die Einführung klinischer APP-
Mutationen die Aβ-Bildung noch zusätzlich verstärkt wurde (Games et al. 1995; Hsiao et al. 1996;
Sturchler-Pierrat et al. 1997). Es erscheint jedoch notwendig, die hier gewonnenen Daten - speziell
zur APP-Zellbiologie - in einem physiologischeren System zu verifizieren. Dafür erscheinen
Nagetiere wie Ratte und Maus, trotz der umfangreichen Kenntnisse und ihrer guten Handhabbarkeit,
als in vivo und in vitro Modelle zur Untersuchung endogener Aβ-Peptide unter angenähert
physiologischen Bedingungen weniger gut geeignet.
Der Austausch von drei Aminosäuren (R5G; Y10F; H13R) der Aβ-Domäne verändert die
Eigenschaften des murinen Aβ ebenso wie die Prozessierung des APP. Sekundärstrukturvoraussagen
für Nager-Aβ beschreiben eine hohe α-Helix-Wahrscheinlichkeit im Bereich der Aminosäuren 11-25,
während für Human-Aβ eine β-Faltblattstruktur erwartet wird (Johnstone et al. 1991). Unterschiede
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zwischen beiden Peptiden hinsichtlich ihrer Sekundärstruktur und Aggregationstendenz wurden auch
in vitro bestimmt (Otvos et al. 1993). In einem in vitro Modellsystem der Aβ-Aggregation durch freie
Radikale und Aminosäureoxidation zeigt Nager-Aβ nur 20 % der Aktivität humaner Aβ-Peptide
(Dyrks et al. 1993b). Unter vergleichbaren zellulären Bedingungen wird von Nager-APP weniger Aβ
gebildet. Dieser Effekt konnte durch eine "Humanisierung" der Aβ-Sequenz in Zellkultur sowie in
transgenen Mäusen aufgehoben werden (de Strooper et al. 1995; Reaume et al. 1996).
Durch den Austausch von Aminosäuren im Bereich 1-16 des Aβ-Peptides der Nagetiere werden auch
Antikörperepitope gestört. Daher können eine Reihe von etablierten Detektionssystemen nicht ohne
weiteres zum Nachweis von Nager-Aβ eingesetzt werden, da sich die Sensitivitäten deutlich
verschlechtern. Beispielsweise können unter Nutzung des mAk 1E8 ca. 2 pg Human- (und Meer-
schweinchen-) Aβ, jedoch erst 50 ng Nager-Aβ am Western-Blot detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Darauf begründet sich durch die Möglichkeit einer direkten Übertragung von
Detektionsmethoden ein weiterer Vorteil eines Modellorganismus mit zum Human-Aβ identischer
Sequenz.
Meerschweinchen als Modelltier
Meerschweinchen werden seit Jahrzehnten als Versuchstiere, speziell für die Bearbeitung
physiologischer Fragestellungen, genutzt. Sie sind daher als solche gut eingeführt und als
Versuchstiere leicht zu halten. Für eine Untersuchung der physiologischen APP-Funktion und der
Prozessierung würden sie sich vor allem aufgrund der ausgeführten Sequenzhomologien anbieten. In
vivo gebildete lösliche Aβ-Peptide können in Meerschweinchen-CSF in ähnlichen Konzentrationen
wie im humanen Liquor nachgewiesen werden (3.5.2). Weiterhin existiert ein ähnliches Verhältnis
der Aβ-Formen (1-40) und (1-42) mit ca. 80-90 % Aβ(1-40). Für Ansätze, die das Ziel einer
systemischen Hemmung der Aβ-Bildung verfolgen, wie z. B. die Suche nach Inhibitoren der β-
Sekretase, sollte hier ein gut geeignetes in vivo Modell zur Verfügung stehen.
Gegen eine Nutzung von Meerschweinchen als Modellorganismus spricht gegenwärtig noch der
vergleichsweise geringe Kenntnisstand über die weiteren AD- und APP-assoziierten Gene und
Genprodukte, von denen vor allem ApoE, die Präseniline sowie die APP-ähnlichen Proteine APLP 1
und 2 genannt sein sollen. Hinweise auf die Existenz von APLP im Meerschweinchen ergeben sich
z. B. aus den in Abb. 3-25 und 3-32 gezeigten Detektionsmustern der monoklonalen Antikörper
22C11 und APP 695 (LN 27) im Western-Blot. Speziell für den Antikörper 22C11 wurde eine
schwache Kreuzreaktivität mit einer konservierten Region des APLP2 beschrieben (Slunt et al. 1994).
Weiterhin existieren bisher keine Aussagen über Modifizierungssysteme im Meerschweinchen. Die
beschriebenen Ähnlichkeiten des Expressionsmusters sowie der Nachweis der Prozessierungs-
produkte des sekretorischen und amyloidogenen APP-Stoffwechselweges lassen jedoch eine
weitgehende Ähnlichkeit der Prozessierungssysteme und der beteiligten Kompartimente zwischen
Meerschweinchen und Mensch erwarten.
Ein weiteres Ziel der Untersuchungen am Modell des Meerschweinchens war die Bestätigung einer
Plaquebildung im Meerschweinchen-Hirn. Dies konnte an den wenigen alten Tieren, die zur
Verfügung standen, nicht nachgewiesen werden. Über die (in vitro nachgewiesene, Abb. 3-30)
Aggregationstendenz des Meerschweinchen-Aβ hinausgehende Angaben zur Amyloidbildung und
-ablagerung können daher zur Zeit nicht getroffen werden. Der aus den vorliegenden Daten
abgeleitete potentielle Nutzen des Meerschweinchens als Modellorganismus bezieht sich deshalb
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zunächst vorrangig auf die Expression und Prozessierung des APP. Meerschweinchen können daher
als ein sog. „isomorphes“ Modellsystem (Fisher und Hanin, 1986) betrachtet werden, in dem
Teilaspekte der Amyloidogenese untersucht werden können.
Kulturmodell
Eine Vielzahl von Untersuchungen erfolgten unter Nutzung von transfizierten Zellinien. Es existieren
jedoch eine Reihe von Beobachtungen, die Unterschiede der APP-Prozessierung in Zellinien im
Vergleich zu primären Kulturen bzw. zur Situation in vivo beschreiben (Busciglio et al. 1993a).
Mizuguchi et al. (1992) wiesen deutliche Unterschiede der APP-Expression und Modifizierung in
primären Zellkulturen der Ratte im Vergleich mit PC12-Zellen nach. In den häufig genutzten SY5Y-
Zellen existiert keine Kopplung von Proteinkinase C-Aktivierung und APP-Sekretion (Dyrks et al.
1994). Weiterhin wurde beschrieben, daß eine Überexpression die Prozessierung des APP verändert
(Fukuchi et al. 1992). 
Primär kultivierten Zellen kann daher eine besondere Bedeutung als in vitro-Modell zukommen, da
sie in vielen Fällen ein der physiologischen Situation in vivo deutlich angenäherteres Bild zellulären
Stoffwechsels repräsentieren sollten, als dies durch Untersuchungen von Zellinien möglich wäre.
Nachteile primärer Zellkulturen liegen jedoch in einer größeren Variabilität und damit einer im
Vergleich zu Zellinien schlechteren Reproduzierbarkeit der Kulturzusammensetzung, die durch eine
Vielzahl von Faktoren speziell in der Anlage der Kultur beeinflußt wird. Der größere Aufwand für die
Kulturanlage sowie eine gezielte Zucht lassen primäre Zellen für Reihenmessungen hohen
Probendurchsatzes weniger geeignet erscheinen. Vielmehr sollten Befunde, die an Zellinien erhoben
wurden, an primären Kulturen überprüft werden können. Eine besondere Bedeutung erlangen dabei
primär kultivierte Neurone, da bisher nur in Neuronen intrazellulär gebildetes Aβ detektiert werden
konnte (Hartmann et al. 1997) und sich der neuronale Stoffwechsel des APP deutlich von dem anderer
Zelltypen unterscheidet (Tienari et al. 1996b).
Etablierung und Beschreibung primärer Kulturen des Meerschweinchens
Zur Etablierung eines in vitro-Modells zur Untersuchung der Prozessierung des Meerschweinchen-
APP wurden primäre Zellkulturen aus embryonalem Hirngewebe angelegt. Da jedoch über die
Embryonalentwicklung des Meerschweinchens nur spärliche Angaben existieren (Scott, 1937;
Dobbing und Sands, 1970), Meerschweinchen jedoch als Nestflüchter eine im Vergleich zur gut
charakterisierten Embryonalentwicklung der Ratte völlig andere Entwicklung durchlaufen, war
zunächst ein zum Anlegen der Kulturen geeigneter Zeitpunkt zu ermitteln. Durch Bromdesoxy-
uridinmarkierung wurden ähnliche Zellteilungsmuster an den Embryonaltagen 16/17 der Ratte und
24/25 des Meerschweinchens festgestellt (Brückner, 1996; unveröffentlichte Beobachtungen). Daher
wurde im folgenden dieser Zeitpunkt zur Kulturanlage genutzt. Zur Kultivierung wurde ein
modifiziertes Medium (2.1.4) eingesetzt. Der Einsatz von Normal-Kälberserum im Kulturmedium
begünstigt dabei das Langzeitüberleben von neuronal angereicherten Kulturen und unterdrückt die
nichtneuronale Zellentwicklung (Ohyagi und Younkin, 1996).
Es sollte zunächst eine umfassende immunhistochemische und biochemische Charakterisierung der
Kulturen erfolgen. Die erhaltenen Kulturen wurden dabei grundsätzlich als "mixed brain"-Typ
charakterisiert. Dabei ist offensichtlich eine trophische und supportive Funktion der Glia für cortikale
Neurone dieser Altersstufe unbedingt notwendig. Nach 3-4 Tagen war eine Stabilisierung der Kultur
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in vitro erfolgt. Die Zellen begannen Fortsätze zu bilden und es konnten neuronale Marker detektiert
werden. Die Kulturen durchliefen offensichtlich eine Reifungsphase, in der die APP-Expression, wie
auch die APP-Sekretion und die Aβ-Bildung anstieg. Nach ca. 10-14 d in vitro stabilisierten sich
diese Parameter auf einem hohen Niveau. Eine derartige Phase wurde auch für primär kultivierte
hippocampale Neurone der Ratte beschrieben (Hung et al. 1992). Eine in ähnlicher Weise bis zum
Kulturtag 21 ansteigende APP-Synthese (gemessen durch Puls-Chase-Experimente) wurde auch in
"mixed brain"-Kulturen neugeborener Ratten beobachtet (LeBlanc et al. 1996).
Ab dem Kulturtag 20 waren in den untersuchten Meerschweinchen-Primärkulturen weitere
Veränderungen zu beobachten, die durch sinkende APPs- und Aβ-Bildung, einen leichten Rückgang
der APP-mRNA-Expression, eine Verschiebung des APP-Isoformenmusters zugunsten des APP 751
und steigende GFAP-Immunreaktivität gekennzeichnet waren. Diese Prozesse wurden als Ausdruck
einer Proliferation von Gliazellen (durch die Expression von GFAP als Astroglia gekennzeichnet)
interpretiert. In der Kultur konnten zu diesem Zeitpunkt vor allem GFAP-positive Astrocyten mit
ausgeprägten Fortsätzen beobachtet werden. Diese reaktiven Astrocyten sind durch eine hohe APP-
Expression gekennzeichnet (Siman et al. 1989) und exprimieren hauptsächlich KPI-haltige APP-
Formen (Sandbrink et al. 1994c; LeBlanc et al. 1991, 1996), während für ruhende Astrocyten nur eine
geringe APP-Expression beschrieben wurde (Goedert, 1987; Mita et al. 1989). Im Gegensatz zu den
genannten Veränderungen blieb jedoch die Menge des im Zellysat detektierbaren APP relativ
konstant und zeigte nur einen schwachen Rückgang (Abb. 3-28). Dies könnte als Ausdruck eines
intrazellulären APP-Fließgleichgewichtes in den APP-exprimierenden und prozessierenden Zellen
interpretiert werden. Zusätzlich zur biochemischen Charakterisierung wurde die APP-Expression in
Kultur auch immunhistochemisch untersucht. Das immunhistochemische Färbemuster zeigte dabei
eine charakteristische „fleckige“ Markierung (Abb. 3-22). Diese Färbung könnte durch eine
bevorzugte Lokalisation in Regionen von Zell-Zell-Kontakten bedingt sein, und wurde so für die in
vivo Situation im Rattenhirn beschrieben (Shivers et al. 1988). Die Diskrepanz zwischen der guten
Detektierbarkeit des Meerschweinchen-APP am Western-Blot und der relativ schlechten immuncyto-
chemischen Detektierbarkeit in Kultur kann jedoch nicht befriedigend erklärt werden.
Für alle Untersuchungen wurden jeweils nur Kulturen einer Charge miteinander verglichen, um
Einflüsse, die beispielsweise durch minimale, unvermeidbare Unterschiede in der Anlage der Kultur
bedingt sind (Präparation der Areale oder Abweichungen im Alter der Embryonen um bis zu
mehreren Stunden) zu minimieren.
Bildung und Eigenschaften von Aβ-Peptiden in Kultur
Primär kultivierte Meerschweinchen-Zellen bilden Aβ-Peptide in vitro. Mit den genutzten
Detektionsverfahren wurden die Hauptformen Aβ(40) sowie Aβ(42) nachgewiesen und aufgrund
ihrer unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilitäten in der Bicin/Harnstoff-PAGE unterschieden.
Die zur Verfügung stehenden und genutzten Methoden erlauben dabei keine Feinanalyse
verschiedener modifizierter Aβ-Peptide. So konnte beispielsweise unter Anwendung einer Detektion
durch Massenspektrometrie nach Immunopräzipitation in Zellkulturmedien der Maus-Neuroblastom-
Zellinie N2a (transfiziert mit verschiedenen APP-Isoformen) ein komplexes Gemisch von über 40
Peptiden detektiert werden. Jedoch bildeten Aβ(1-40) mit ca. 80 % und Aβ(1-42) mit ca. 18 % auch
in diesem System die hauptsächlichen Komponenten des detektierten Aβ. Nur ca. 2 % wurden von
anderen N- bzw. C-terminal verkürzten Aβ-Peptiden gebildet (Wang et al. 1996). Diese
Untersuchung der Aß-Bildung unter physiologischen Bedingungen - Meerschweinchen als Modellsystem 98
Beobachtungen stehen in guter Übereinstimmung zu anderen, durch Western-Blot gewonnenen Daten
(Ida et al. 1996a).
Es konnte beobachtet werden, daß auch im Kulturmedium primärer Meerschweinchen-Zellkulturen
sezernierte Aβ-Peptide zu oligomeren Formen aggregieren. Diese Aggregation, die auch für andere
zelluläre Systeme beschrieben wurde (Podlisny et al. 1995), konnte nur bei einer nicht
denaturierenden Aufarbeitung und Analyse der Kulturmedien (Immunopräzipitation, gekoppelt mit
Western-Blot-Analyse) beobachtet werden, da die gebildeten Aggregate durch Ameisensäure gelöst
wurden. Die sich im Kulturüberstand primärer Meerschweinchen „mixed brain“-Kulturen
anreichernden Aβ-Peptide sind im zellfreien Medium stabil (Abb. 3-29). D. h. es erfolgt in diesem
Kultursystem kein Abbau des extrazellulären Aβ durch sezernierte Proteasen, wie dies zum Beispiel
in konditionierten Kulturmedien transfizierter COS-Zellen (Qiu et al. 1996) bzw. CHO-Zellen (Naidu
et al. 1994) beobachtet wurde. Die Ergebnisse der letztgenannten Gruppe wurden jedoch nach einer
Kurzzeit-Markierung von 1 h mit 35S-Methionin gewonnen, nach der in ca. 24 h ein Abbau auf 30-
50 % der Ausgangswerte erfolgte. In den eigenen Experimenten erfolgten die Untersuchungen jedoch
bei deutlich höheren Aβ-Konzentrationen (24 h bzw. 72 h Konditionierung). Hier könnte bereits auch
die Bildung stabilerer Sekundärstrukturen bzw. Oligomerisierung angenommen werden. Es erscheint
jedoch wahrscheinlicher, daß die genutzten primären Zellen keine entsprechenden Exoproteasen
sezernieren. Die Annahme einer derartigen Zelltypabhängigkeit wird durch die Beobachtung gestützt,
daß auch in zellfreien konditionierten Medien von Maus-Neuroblastom-Zellen nur ein minimaler,
ausschließlich mittels Massenspektrometrie erfaßbarer Abbau von Aβ zu beobachten ist (Wang et al.
1996). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daß in Kultur ein zellulär vermittelter Abbau von
Aβ stattfindet, die gemessene Akkumulationsrate der Aβ-Peptide letztlich also die Netto-
Akkumulation aus Synthese und partiellem Abbau darstellt. Ein derartiger zellulärer Abbau wurde
z. B. für SY5Y-Zellen beschrieben, während eine Reihe anderer Zellinien jedoch kein Aβ aufnehmen
(Ida et al. 1996b). Für primäre neuronale Kulturen wurde eine derartige „Clearance“ bisher nicht
beschrieben. In Primärkultur sind vor allem Mikrogliazellen in der Lage, Aβ zu binden, zu
internalisieren und abzubauen (Shaffer et al. 1995; Ard et al. 1996; El Khoury et al. 1996). Ebenso ist
der Abbau von Aβ in konditionierten Kulturmedien von „mixed brain“-Kulturen wahrscheinlich auf
mikroglial sezernierte Metalloproteasen zurückzuführen (Qiu et al. 1997; Mentlein et al. 1998). In den
untersuchten Kulturen kann jedoch ein evtl. vorhandener Einfluß von Mikroglia als gering
angenommen werden, da diese in vitro eine Entwicklungszeit von mehr als 14 d (am Beispiel der
Ratte) benötigt (LeBlanc et al. 1996).
APP-Prozessierung
In einer ersten Anwendung, in der die Eignung des etablierten Kulturmodells bestätigt werden sollte,
wurde der Einfluß eines veränderten zellulären Phosphorylierungsstatus nach Hemmung der Protein-
phosphatasen 1 und 2A untersucht. Okadainsäure ist ein spezifischer und potenter Inhibitor der
Proteinphosphatasen 1 und 2A (Bialojan und Takai, 1988; Haystead et al. 1989). Der Einfluß einer
veränderten Phosphorylierung auf den APP-Metabolismus wurde bereits häufig in transfizierten
Zellinien untersucht, so z. B. in humanen 293-Zellen sowie PC12-Zellen (Hung et al. 1993, Caporaso
et al. 1992; Suzuki,T. et al. 1994). Es existieren jedoch nur wenige Angaben über primäre Zellen, so
z. B. primäre humane Fibroblasten (Hung et al. 1993). Der Einfluß der Okadainsäure auf primäre
"mixed brain"-Kulturen des Meerschweinchens führt zu einer Verschiebung der APP-Prozessierung
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hin zu einer verstärkten Aktivität der α-Sekretase. Dies ist mit einem reziproken Rückgang der Aβ−
Peptide im Kulturmedium verbunden. In primären Meerschweinchen-Zellen besteht offensichtlich
eine inverse Kopplung der APP α- und β-Sekretasewege. Hier unterscheiden sich diese primär
kultivierten Zellen von der bereits erwähnten Zellinie SY5Y (Dyrks et al. 1994). Da Okadainsäure
eine Vielzahl zellulärer Veränderungen induzieren kann, wurden Parameter der Zellvitalität und
-morphologie mit erfaßt. Unter den genutzten Bedingungen sind bis zu einer Konzentration von
10 nM und Einwirkzeiten von bis zu 16 h keine direkten cytotoxischen oder morphologischen
Veränderungen zu beobachten. Jedoch scheint hier bereits ein kritisches Zeitfenster erreicht zu sein,
da im DNA-Fragmentierungsassay die Induktion von Apoptose detektiert werden kann. Die
Eigenschaften der Okadainsäure zur Induktion von Apoptose sind in vitro (Boe et al. 1991; Wright et
al. 1993) und in vivo (Arendt et al. 1998) beschrieben worden. Die in den dargestellten Experimenten
genutzten Konzentrationen der Okadainsäure liegen mit maximal 10 nM zudem deutlich unter den in
anderen in vitro-Experimenten genutzten Konzentrationen (1-2,5 µM; Caporaso et al. 1992; Buxbaum
et al. 1993; Suzuki et al. 1994). Daher sollten hier direkte cytotoxische Effekte in geringerem Maße
zum Tragen kommen. Bedingt durch die relativ lange Inkubationszeit könnten sich jedoch Effekte
einer möglicherweise veränderten APP-Genexpression und der proteolytischen Prozessierung
überlagern. Hier wird ein Ansatzpunkt für künftige Untersuchungen gesehen.
Eine Regulation der APP-Prozessierung durch Phosphorylierungsereignisse wurde bereits in einer
Reihe von Studien belegt. In verschiedenen Zelltypen führt die Erhöhung des zellulären
Phosphorylierungsstatus bzw. eine Aktivierung der Proteinkinase C zu einer Verringerung der Aβ-
Bildung (Gillespie et al. 1992; Hung et al. 1993). Jedoch wurde in dieser Studie keine Hemmung
durch Okadainsäure untersucht. Der Einfluß von Phorbolestern und Okadainsäure (1 µM) stimuliert
weiterhin die APP-Sekretion in PC12-Zellen (Caporaso et al. 1992). In dieser Studie erfolgte jedoch
keine Detektion von Aβ. In humanen Hs683 Gliom-Zellen sowie APP 695 transfizierten CHO-Zellen
wurden unter Einfluß von Phorbolester-Aktivierung und Okadainsäure (2,5 µM) im Puls-Chase
Experiment eine Verringerung des Aβ und eine Erhöhung des APPs gefunden (Buxbaum et al. 1993).
Eine derartige inverse Kopplung von α- und β-Sekretase-Weg besteht jedoch nicht in allen Zelltypen
(Dyrks et al. 1994). Neben der Rolle von Proteinkinase C wird auch die Beteiligung einer Reihe
anderer Kinasen an der Regulation der APP-Prozessierung diskutiert, so z. B. der Glykogensynthase-
Kinase, der Calmodulin-Kinase II sowie Cyclin-abhängiger Kinasen (Suzuki, T. et al. 1994; Aplin et
al. 1996). In untransfizierten PC12-Zellen wurde unter Einwirkung von Okadainsäure (1 µM) eine
erhöhte cdc2-Kinase-Aktivität und damit eine erhöhte APP-Phosphorylierung gefunden (Suzuki, T. et
al. 1994). Der Einfluß einer Inhibition der Proteinphosphatasen 1 und 2A an primären Zellen in vitro
wurde bisher kaum untersucht. Die hier nachgewiesene inverse Kopplung von α- und β-sekretorischer
Prozessierung in neuronenreichen Kulturen steht jedoch in guter Übereinstimmung mit den oben
genannten Befunden und sollte also dem Zustand in vivo nahekommen.
4.6 Ausblick
Die vorgestellten Daten charakterisieren das Meerschweinchen als ein mögliches Modellsystem zur
Untersuchung zellphysiologischer Prozesse der APP-Prozessierung und Aβ-Bildung. Hier ergeben
sich mögliche Anwendungen insbesondere in systemischen Untersuchungen der APP-Prozessierung
sowie ihrer pharmakologischen Beeinflussung. In Untersuchungen zur Charakterisierung von
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potentiellen β-Sekretase-Hemmstoffen findet dies bereits Anwendung (Mönning, 1997, persönliche
Mitteilung).
Zur weiteren Charakterisierung dieses Modellorganismus erscheint es notwendig, auch andere
Alzheimer- bzw. APP-assoziierte Gene und Genprodukte (Präseniline, APP-ähnliche Proteine sowie
Apolipoprotein E) zu charakterisieren, um den zellulären und biochemischen Hintergrund in
Meerschweinchen-Zellen und Geweben umfassender zu verstehen.
Das vorgestellte in vitro-Modell primär kultivierter „mixed brain“-Kulturen erlaubt unter Nutzung
neuer hochsensitiver Detektionsmethoden, wie z. B. der Einzelzell-RT-PCR oder auch der Immuno-
PCR, die Verifizierung von an transfizierten Zellen gewonnenen Daten. Hier können weitere Arbeiten
anschließen, die eine Erfassung elektrophysiologischer Parameter als ein Maß zellphysiologischer
Aktivität mit molekularen bzw. biochemischen Analysen koppeln. Ebenso steht an diesem Modell ein
Nachweis der intrazellulären Aβ-Bildung, eventuell gekoppelt mit einer ultrastrukturellen
Charakterisierung, noch aus.
Die Homologie der Aβ−Peptide sowie die zum Human-APP analoge Prozessierung lassen es auch
möglich erscheinen, am zellulären Modell der Meerschweinchen-Neuronen Fragen der
Charakterisierung der an der APP-Prozessierung beteiligten Proteasen zu bearbeiten. Diese
Fragestellung bleibt das große, bisher ungelöste Rätsel der APP-Forschung und ihre Beantwortung
sollte einen wesentlichen Schritt im Verständnis der Pathogenese der Alzheimerschen Erkrankung
darstellen und perspektivisch eine therapeutische Intervention ermöglichen.
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5 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde das Amyloidvorläuferprotein (APP) des Meerschweinchens
untersucht und charakterisiert. Da aufgrund einer vorliegenden cDNA-Teilsequenz die Überein-
stimmung der Aminosäuresequenz von Human- und Meerschweinchen-Aβ bekannt war, sollte die
Eignung des Meerschweinchens als Modellsystem zur Untersuchung der APP-Prozessierung geprüft
werden.
Ausgehend von Meerschweinchen-Hirn Poly(A)+-RNA konnte durch Kombination verschiedener
PCR-Techniken, wie homologe PCR, 3’-RACE und einer speziell modifizierten Form der inversen
PCR, eine cDNA mit einem offenen Leserahmen von 695 Aminosäuren amplifiziert und im folgenden
sequenziert werden, die eine 90 %ige Homologie zur humanen APP-Sequenz besitzt und als Analogon
zur humanen APP-Isoform 695 charakterisiert werden konnte. Weiterhin wurden durch PCR aus einer
cDNA-Präparation aus Meerschweinchen-Leber Fragmente amplifiziert, die eine Homologie von
90 % bzw. 75 % zu den alternativ gespleißten Exons 7 und 8 des humanen APP-Gens aufweisen. 
Die aus diesen Daten abgeleitete APP cDNA-Sequenz enthält eine 151 bp große 5'-untranslatierte
Region, einen offenen Leserahmen von 770 Aminosäuren, sowie 312 bp als 3'-nichttranslatierten
Bereich. Sie weist auf DNA-Ebene eine Homologie von ca. 90 %, auf Proteinebene in der
abgeleiteten Aminosäuresequenz eine Homologie von ca. 98 % jeweils zu Human-APP auf. Relativ
große Unterschiede existieren im Bereich des Signalpeptides sowie des als genetisch variabel
beschriebenen Exons 8. Im Gegensatz dazu ist die C-terminale Hälfte des Moleküls nahezu
vollständig konserviert.
APP-mRNA wird in allen untersuchten Geweben des Meerschweinchens exprimiert. Mittels
Northern-Blot-Analysen konnte eine besonders starke Expression in Niere, Lunge und Hirn
nachgewiesen werden. Zwischen verschiedenen untersuchten Hirnarealen gibt es keine signifikanten
Unterschiede im APP-Transkriptniveau.
Die mRNA des Meerschweinchen-APP kann alternativ gespleißt werden. Eine systematische RT-
PCR-Analyse der gebildeten Isoformen zeigte, daß ein alternatives Spleißen in Analogie zum Human-
APP nur an den Exons 7, 8 und 15 (Numerierung nach Human-APP) erfolgt. Die Exonübergänge der
gebildeten Isoformen wurden jeweils sequenziert, wobei keine Unterschiede zum Human-APP
festgestellt werden konnten. Zur quantitativen Analyse des APP-Isoformenmusters wurde ein RT-
PCR-Assay unter Nutzung 33P-markierter Primer entwickelt. In getrennten PCR-Ansätzen wurden die
Spleißereignisse an den Exons 7 und 8 sowie 15 untersucht. Die Expression der APP-Isoformen folgt
dabei einem gewebespezifischen Muster. Isoformen ohne Exon 7 und 8 (APP 695) werden
dominierend im Hirn (mehr als 50 % der Transkripte) und zu einem relativ hohen Anteil im
Herzmuskel (30 %) exprimiert. In allen anderen Organen beträgt ihr Anteil ca. 10 % oder weniger.
Periphere Gewebe exprimieren dominierend Exon 7 (KPI)-haltige Isoformen, wobei die Isoform 770
(Exon 7 und 8) jeweils mit ca. 50-60 % dominiert. Sogenannte L-APP Isoformen ohne Exon 15
werden in einem Anteil von 10-20 % der gesamten APP-mRNA vorrangig in peripheren Geweben
exprimiert. Eine deutliche L-APP-Expression kann in Lunge, Milz und Uterus beobachtet werden.
Der Anteil der L-APP-Transkripte liegt jedoch deutlich unter den für Rattengewebe beschriebenen
Werten.
Die cDNAs der Isoformen APP 695 und APP 770 wurden als LacZ-APP-Fusionsproteine unter
Kontrolle des Lac-Promotors in E. coli TG2 exprimiert. Nach Optimierung der Induktions-
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bedingungen konnten die entsprechenden Fusionsproteine in Zellysaten durch Western-Blot
nachgewiesen werden. Meerschweinchen-APP kann durch eine Vielzahl von gegen Human-APP
erzeugten Antikörpern detektiert werden, wodurch zum einen die Konservierung der entsprechenden
Antikörperepitope unterstrichen, zum anderen die Nutzung dieser Antikörper im Meerschweinchen-
System ermöglicht wird. Weiterhin wurde Meerschweinchen-APP 695 unter Kontrolle des CMV-
Promotors in humanen Neuroblastom-Zellen SH-SY5Y exprimiert. In diesen Zellen erfolgte eine
posttranslationale Modifizierung und Prozessierung des Meerschweinchen-APP. Im direkten
Vergleich zu mit Human-APP 695 transfizierten SY5Y-Zellen wurden im Western-Blot keine
Unterschiede im Muster des zell-assoziierten wie des sezernierten APP gefunden. Gleichfalls gab es
keinen Unterschied in der Bildung von Aβ-Peptiden.
Zur weiteren Charakterisierung der Prozessierung des endogenen Meerschweinchen-APP wurde ein in
vitro-Modell primär kultivierter Zellen aus embryonalem Hirngewebe etabliert. Die so gewonnenen
primären Zellkulturen wurden immunhistochemisch durch Detektion neuronaler wie glialer
Markerproteine charakterisiert und als sog. "mixed brain"-Kultur mit einem hohen Neuronenanteil
klassifiziert. Eine proteinbiochemische Charakterisierung der Kulturen durch Western-Blot zeigte
eine im Verlauf der Kultivierung nahezu konstant bleibende anti-Neurofilament-Immunreaktivität
(SMI). Das astrocytäre Markerprotein GFAP konnte nach ca. 14 Tagen Kultivierung detektiert
werden und stieg im weiteren zeitlichen Verlauf deutlich an. Diese Prozesse wurden als Proliferation
von Astroglia in Kultur interpretiert. Northern-Blot-Analysen zeigten einen Anstieg der Expression
von APP-mRNA in Kultur im Verlauf der Kultivierung bis etwa zum Kulturtag 20. Nach einer
Stabilisierung auf dem erreichten Plateau fällt die APP-Expression gegen Ende der Kultivierung
wieder ab. Einen parallelen Verlauf zeigen die Ergebnisse der Western-Blots zur Detektion des APPs
im Medium. Das Isoformenmuster der APP-mRNA wurde durch RT-PCR analysiert. Bis zum
Kulturtag 20 wird dominierend APP 695-mRNA exprimiert (ca. 60 % aller APP-Transkripte). Mit der
beginnenden Gliaproliferation ändert sich das Isoformenmuster; besonders der Anteil der APP 751-
mRNA steigt auf ca. 50 % an, hinzu kommt eine generell leichte Erhöhung der L-APP-Isoformen. Für
weitere Untersuchungen wurden daher die Kulturen im Alter von 14 Tagen genutzt. 
Eine Charakterisierung der APP-Prozessierung in vitro erfolgte durch Detektion der den jeweiligen
Stoffwechselwegen zuzuordnenden Produkte im Extrazellulärraum (Kulturmedium). Durch eine
Kombination aus Immunopräzipitation und Western-Blot-Analyse konnten lösliche APP-Derivate
nachgewiesen werden, die der Aktivität von α- wie β-Sekretase entsprechen. Damit wurden beide
Hauptwege der APP-Prozessierung in primären Meerschweinchen-Zellen nachgewiesen. Zur
Detektion der amyloidogenen 4 kDa Aβ-Peptide wurden eine Reihe von Methoden auf ihre
Anwendbarkeit überprüft. Der Nachweis dieser Peptide im Kulturmedium gelang zunächst mit einer
Immunopräzipitation nach metabolischer Markierung der Kultur mit 35S-Methionin. Im weiteren
wurden Verfahren zur Aufarbeitung von Kulturmedien unterschiedlichen Serumgehaltes sowie ein
vereinfachtes sensitives Detektionsverfahren etabliert, mit dem bis 2 pg synthetisches Aβ-Peptid am
Western-Blot detektiert werden können und das auch zur Detektion in vivo gebildeten Aβ geeignet ist.
In Verbindung mit Chemilumineszenz-Detektion und abgestuften Belichtungszeiten kann diese
Methode zur Quantifizierung von bis zu ca. 200 pg Aβ pro Elektrophoresespur genutzt werden.
Die Bildung von Aβ-Peptiden in Kultur zeigte ebenfalls einen altersabhängigen Verlauf mit einem
Plateau zwischen den Kulturtagen 12-20. Aβ-Peptide reichern sich im Kulturmedium während der
Konditionierung bis zu einer Medienstandzeit von 96 h linear an. Im zellfreien konditionierten
Kulturmedium sind diese Peptide stabil. Es konnte kein Abbau durch eventuell sezernierte Proteasen
detektiert werden. Aβ-Peptide im Kulturmedium können aggregieren und SDS-stabile Oligomere
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bilden. Dies wurde durch eine native Aufarbeitung der Proben (Immunopräzipitation und Western-
Blot) nachgewiesen.
Um die Eignung des etablierten Kultursystems zur Untersuchung der APP-Prozessierung zu
demonstrieren, wurde zunächst der Effekt eines veränderten zellulären Phosphorylierungsstatus auf
die APP-Prozessierung untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Okadainsäure, einem potenten
Inhibitor der Proteinphosphatasen 1 und 2A, inkubiert. Unter Einfluß von 0,3 bis 10 nM Okadainsäure
konnte eine konzentrationsabhängige verstärkte Sekretion von APPs (α), verbunden mit verringerter
Bildung löslicher Aβ-Peptide, beobachtet werden. Im untersuchten Zeitfenster von 16 h traten dabei
noch keine erkennbaren morphologischen Veränderungen oder cytotoxischen Effekte auf. Jedoch
wurde im DNA-Fragmentierungsassay eine von der Konzentration des Inhibitors abhängige Induktion
von Apoptose nachgewiesen.
Unter Nutzung der dargestellten Methoden wurden die typischen APP-Prozessierungsprodukte auch
in vivo durch Untersuchungen von Liquor nachgewiesen. Meerschweinchen-Liquor enthält APPs (α)
und (β), sowie ca. 8-10 ng/ml Aβ(40/42). Hier betrug der Anteil der stärker aggregierenden Form
Aβ(1-42) ca. 20 %. In einer Reihe alter Tiere sollte ein Befund aus dem Jahre 1910 überprüft werden,
welcher im Meerschweinchen-Hirn Plaque-ähnliche Strukturen beschreibt. In vier untersuchten
Gehirnen (Alter der Tiere zwischen 6-11 Jahren) wurden jedoch keine Amyloidablagerungen
gefunden.
Die vorgestellten Daten charakterisieren das Meerschweinchen als ein mögliches Modellsystem zur
Untersuchung zellphysiologischer Prozesse der Aβ-Bildung in vivo wie auch in vitro, die weitgehend
analog zur Prozessierung des Human-APP verlaufen. Mögliche Anwendungen ergeben sich hier für
Untersuchungen zur Charakterisierung der APP-Prozessierung sowie ihrer pharmakologischen
Beeinflussung. Insbesondere unter dem Ziel einer systemischen Beeinflussung der Amyloidbildung
durch Hemmung der β-Sekretase-Prozessierung liegt hier ein gut geeignetes Modell vor, das Aspekte
der physiologischen APP-Prozessierung zugänglich macht.
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Anhang
Anlage 1: Restriktionskarten der genutzten Vektoren
pCR-Script
2961 bp
SspI, 17
NaeI, 328
PvuI, 497
PvuII, 527
BssHII, 619
KpnI, 653
SacII, 747
BssHII, 792
PvuII, 975
PvuI,2413
ScaI,2524
XmnI,2641
SspI,2848
MCS
T7
T3
LacZ
ColE1
AmpR
BssHII
KpnI
DraII
PssI
XhoI
HincII
SalI
ClaI
HindIII
EcoRV
EcoRI
PstI
SmaI
BamHI
XhoII
SrfI
SmaI
NotI
EaeI
BstXI
SacII
SacI BssHII
T7-Promotor T3-Promotor
Abb. A- 1: Restriktionskarte und „Multi-Cloning-Site“ des Vektors pCR-Script (Stratagene)
PZERO2_1
3297 bps
HindIII,276
ApaI,376
PvuI,528
SnaBI,559
SplI,561
BsrGI,621
BsaI,780
StuI,876
BglI,878
BssHII,919
DraIII,1122
RsrII,1467
DsaI,1551
NcoI,1551
BsrDI,1757
TthI,1865
BclI,2142
BspHI,2452
AflIII,3172 LacZ Promotor
MCS
lacZ/ccdB Fusion
KanR
NsiI
HindIII
Asp718
KpnI
Ecl136
SacI
BamHI
SpeI
EcoRI
PstI
EcoRV
NotI
XhoI
SphI
NsiI
XbaI
EcoO109
ApaI
SP6-Primer-
bindungsstelle T7-Promotor
Abb. A-2: Restriktionskarte und „Multi-Cloning-Site“ des Vektors pZERO2_1 (Invitrogen)
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pT3T7BM
2785 bps
EcoRI,5
HindIII,95
AlwNI,903
GsuI,1450
AviII,1602
ScaI,1860
Asp700,1979
SspI,2184
AatII,2302
DraII,2356
PssI,2359
NdeI,2551
NarI,2603
BbeI,2606
Amp-R
MCS
EcoRI
SmaI
XmaI
BamHI
MluI
NotI
EaeI
SacII
KpnI
ApaI
HincII
SalI
XbaI
SacI
PstI
SphI
EcoRV
NcoI
HindIII
T7-Promotor T3-Promotor
Abb. A-3: Restriktionskarte und „Multi-Cloning-Site“ des Vektors pT3T7BM (Boehringer Mannheim)
pCEP4
10380 bps
SalI,7
BamHI,406
XhoI,424
HindIII,441
PvuII,452
KpnI,457
SalI,1315
SphI,8142
NsiI,8252
EcoRV,9801
SV40
CMV Promotor
Hygromycin-
Resistenz
AmpR / pUC-ori
EBNA-1
Ori-P
Abb. A-4: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pCEP4 (Invitrogen)
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Anlage 2: Restriktionskarte der APP 770 cDNA des Meerschweinchens
APP 770 cDNA
(3336 bp)
AlwNI, 110
PvuII, 113
BamHI, 310
PstI, 356
ScaI, 360
PstI, 386
SphI, 654
PvuII, 741
HincII, 1271
XhoI, 1283
SphI, 1309
AlwNI, 1499
PvuII, 1502
PstI, 1586
FspI, 1682
BamHI, 1702
AlwNI, 2109
HincII, 2119
BglII, 2142
EcoRI, 2168
HincII, 2360
AlwNI, 2475
XbaI, 2533
PvuII, 2596
SpeI, 2736
NsiI, 2775
NsiI, 2933
PstI, 3238
APP 770
Anhang 136
Anlage 3: Übersicht der erstellten Konstrukte
A) PCR-Fragmente der Meerschweinchen-APP cDNA
Bezeichnung Klone Vektor und
Klonierungsstelle
Insert
(PCR-Bezeichnung lt. Abb. 3-1)
Orientierung des APP-
Leserahmens
pMBAPP1 4 alle PCR Produkt I (sh1495/ag2135) T7   T3 (alle Klone)
pMBAPP2 5 pCR-Script / SrfI PCRII (APP695) T7   T3 (alle Klone)
pMBAPP3 3 PCRIII (APP 695) T7   T3 (2x)
T3   T7 (Klon 3)
pMBAPP4 1 PCRIII (APP 751) T7   T3
pMBAPPIII 2 3’-RACE; vgl. Abb. 3-2 T7   T3
pMBAPP5 4 PCR IV (APP 695) T7   T3 (2x)
T3   T7 (2x)
pMBAPP6 2 PCR V (APP 695) T7   T3
pMBAPP7 2 inverse PCR vgl. Abb. 3-3
pMBAPP8 1 inverse PCR vgl. Abb. 3-3
pMBAPP9 1 PCR Produkt srm036-ag2719;
(APP 695)
n.b.
pMBAPP10 2 PCR Produkt srm036-ag2719;
(APP 770)
T3   T7
pZAPP1 3 pZERO 2 / EcoRV PCR IV (APP 770) SP6   T7
B) Plasmidkonstrukte mit komplettem APP-Leserahmen und Expressionsplasmide
pAPP_LR695 1 pCR-Script / SrfI PCR-Produkt sg-085-ag2719;
APP 695
T7   T3
pAPP_LR770 2 pCR-Script / SrfI PCR-Produkt sg-085-ag2719;
APP 770; vgl. Abb. 3-15
T7   T3
pLacAPP695-2 2 pCR-Script / SrfI-
PstI
LacZ-APP Fusionsprotein
695+39 AS
analog zu Abb. 3-15
pLacAPP770-2 2 pCR-Script / SrfI-
PstI
LacZ-APP Fusionsprotein
770+39 AS
vgl. Abb. 3-15
pCEPAPP695 2 pCEP4 / KpnI - NotI KpnI/NotI Fragment aus
pAPP_LR695
vgl. Abb. 3-18
pCEPAPP770 2 pCEP4 / KpnI - NotI KpnI/NotI Fragment aus
pAPP_LR770
analog zu Abb. 3-18
C) sonstige Konstrukte
pMSGAP 2 pCR-Script / SrfI PCR-Produkt GAP2/GAP5
(Anlage 4)
T3   T7
pMSKPI-1 2 pCR-Script / SrfI HaeIII-Fragment aus Exon 7
(895-1016 der APP 770 cDNA)
T7   T3
pMSKPI-2 1 pT3T7BM -
BamHI/NotI
BamHI/NotI Fragment aus
pMSKPI-1
T7   T3
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EcoO109
AlwNI
PvuII
BamHI
PstI
PstI
ApoI
SphI
SspI
PvuII
EcoO109
HincII
XhoI
SphI
ApoI
AlwNI
PvuII
BglI
PstI
BglI
FspI
BamHI
BclI
AlwNI
HincII
BglII
ApoI
EcoRI
HincII
AlwNI
XbaI
PvuII
ApoI
SpeI
NsiI
BclI
NsiI
ApoI
PstI
APP 770
pCR-Script
2961 bp
KpnI
653
SacII, 747
SrfI, 725
T7
T3
ColE1
AmpR
T7 T3
pMBAPP1
pMBAPP2
pMBAPP3
pMBAPP4
pMBAPPIII
pMBAPP6
pMBAPP10
pMBAPP9
pMBAPP5
pZAPP1
pAPP_LR770
pAPP_LR695
Konstrukt
Abb. A-5: Schematische Darstellung der APP cDNA-Konstrukte
Die in Anlage 3 Tabelle A genannten Fragmente sind in ihrer Lage relativ zur APP 770 cDNA
dargestellt. Zusätzlich sind die alternativ gespleißten Exons angegeben. Alle Klonierungen
erfolgten in die SrfI-Stelle des Vektors pCR-Script. Die Orientierung der jeweiligen Inserts ist in
Tabelle A genannt.
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Anlage 4: Partielle cDNA-Sequenz der GAPDH des Meerschweinchens
A) Darstellung der Sequenz
Die zur PCR-Amplifizierung genutzten Primer (GAP1/2, entworfen gegen die GAPDH-Sequenz der
Ratte; Temesgen, 1994) sind kursiv dargestellt. Die Numerierung der Basen entspricht derjenigen der
publizierten Sequenz der Ratten-GAPDH (Tso et al. 1985).
323                    (gap1)       CTTC ACCACCATGG AGAAGGC
348 TGG GGCTCACTTG AAGGGTGGTG CCAAAAGGGT CATCATCTCT GCCCCTTCTG 400
401     CTGATGCCCC TATGTTCGTG ATGGGCGTGA ATCACGAGAA GTACGACAAG 450
451     TCCCTCAAGA TTGTCAGCAA TGCTTCCTGC ACCACCAACT GCTTAGCCCC 500
501     ACTGGCCAAA GTCATCCATG ACAACTTCGG CATTGTGGAG GGACTCATGA 550
551     CCACAGTCCA TGCCATCACT GCCACCCAGA AGACTGTGGA TGGCCCCTCT 600
601     GGGAAGCTGT GGCGTGATGG CCGTGGCGCT GCCCARAACA TCATCCCCGC 650
651     ATCCACTGGT GCTGCCAAGG CTGTGGGCAA GGTCATCCCA GA 692
      GCTGAACG GGAAGCTCAC TGG        (gap2) 713
B) Alignment der partiellen GAPDH cDNA-Sequenz des Meerschweinchens (345 bp) gegen die
GAPDH cDNA der Ratte (Tso et al. 1985). Die Sequenzidentität dieser Teilsequenz beträgt zur
humanen GAPDH cDNA 89 %, zur Ratten- und Maus-GAPDH cDNA jeweils 93 %.
Cavia  1   tggggctcacttgaagggtggtgccaaaagggtcatcatctctgccccttctgctgatgc 60
           |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||
Ratte  348 tggggctcacctgaagggtggtgccaaaagggtcatcatctccgccccttccgctgatgc 407
Cavia  61  ccctatgttcgtgatgggcgtgaatcacgagaagtacgacaagtccctcaagattgtcag 120
           ||| ||||| |||||||| ||||| |||||||| || ||||| |||||||||||||||||
Ratte  408 ccccatgtttgtgatgggtgtgaaccacgagaaatatgacaactccctcaagattgtcag 467
Cavia  121 caatgcttcctgcaccaccaactgcttagccccactggccaaagtcatccatgacaactt 180
           |||||| |||||||||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||
Ratte  468 caatgcatcctgcaccaccaactgcttagcccccctggccaaggtcatccatgacaactt 527
Cavia  181 cggcattgtggagggactcatgaccacagtccatgccatcactgccacccagaagactgt 240
            ||||| ||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||
Ratte  528 tggcatcgtggaagggctcatgaccacagtccatgccatcactgccactcagaagactgt 587
Cavia  241 ggatggcccctctgggaagctgtggcgtgatggccgtggcgctgcccaraacatcatccc 300
           ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| || ||||| |||||||||||
Ratte  588 ggatggcccctctggaaagctgtggcgtgatggccgtggggcagcccagaacatcatccc 647
Cavia  301 cgcatccactggtgctgccaaggctgtgggcaaggtcatcccaga                345
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Ratte  648 tgcatccactggtgctgccaaggctgtgggcaaggtcatcccaga                692
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Anlage 5: Erweiterter Sequenzvergleich der APP-Aminosäuresequenzen
 
 
10 20 30 40 50 60 70 80 90
.I.H.PGRLGM.....AA.LVLAPLC.........G.....A........-.K....V...T...V......N..FG......R.......D............I.....1 ELECTR.PRO
...S..----....TT...-------...............-........-.K............EP.........GS................................1 GP.PRO
MLPGLA----LLLLAAWTA-------RALEVPTDGNAGLLA-EPQIAMFC-GRLNMHMNVQNGKWDSDPSGTKTCIDTKEGILQYCQEVYPELQITNVVEANQPVTIQNW1 HUMAN.PRO
......----.........-------...............-........-...........................................................1 MACACA.PRO
...S..----........V-------...............-........-.K............E..........G.................................1 MAUS.PRO
...S..----........V-------...............-........-.K............E..........G.................................1 RATTE.PRO
...-YK----.ARADCRRL--------....LV...G....-.......SVA.............ET.V..---..G.................................1 XENO.PRO
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
..K......G...I.V........................R.K..T..S..Y.........GD.IM..............E..........IP..N.KI..-.MD.E...110 ELECTR.PRO
...S..............................................................................................I...........98 GP.PRO
CKRGRKQCKTHPHFVIPYRCLVGEFVSDALLVPDKCKFLHQERMDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPLAEESDNVDSADAEEDDSD98 HUMAN.PRO
..............................................................................................................98 MACACA.PRO
...........T.I...................................................................................S............98 MAUS.PRO
...........T.I...................................................................................SI...........98 RATTE.PRO
..K......SRT.I.V.............................I.............S.....MS..E.....................S....ESF.....A...C.94 XENO.PRO
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
.....D.A.....GD-.T..EKPI....------..DES.I....D.DLDD.VV.DQ..DP..H...---S......AI.....--------------------------219 ELECTR.PRO
......................--......D...........V..........-.........K.................................S............208 GP.PRO
VWWGGADTDYADGSEDKVVEVA--EEEEVAEVEEEEADDDEDDEDGDEVEEEA-EEPYEEATERTTSIATTTTTTTESVEEVVREVCSEQAETGPCRAMISRWYFDVTEG208 HUMAN.PRO
......................--.............................-........................................................208 MACACA.PRO
...V.........G........--......D...........V..........-.............T..........................................208 MAUS.PRO
.............G........--......D......E....V..........-........................................................208 RATTE.PRO
.......A..V.R.D..A..AQPD.....V......T.....--....A...P-..................................................Y....S204 XENO.PRO
320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420
-------------------------------------------------V.........................Y.................KI...............293 ELECTR.PRO
.............................V...N....SG..VSQG................................................................315 GP.PRO
KCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEYCMAVCGSAMSQSLLKTTQEPLARDPVKLPTTAASTPDAVDKYLETPGDENEHAHFQKAKERLEAKHRERMSQVMREWEEAERQAKNLP315 HUMAN.PRO
.............................V.....R...R...T..................................................................315 MACACA.PRO
..V..........................VST.......S...PQ..D..............................................................315 MAUS.PRO
.............................VS........S...PQ.................................................................315 RATTE.PRO
...Q.I...........ESDD........V-------------------I.A..............N.N.....DR.L.......G....K..E..K.............311 XENO.PRO
430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530
.........R...M.........S......................I.....LA....D.......L.A....S..............D...A...E.....K.......354 ELECTR.PRO
..............................................................................................................425 GP.PRO
KADKKAVIQHFQEKVESLEQEAANERQQLVETHMARVEAMLNDRRRLALENYITALQAVPPRPRHVFNMLKKYVRAEQKDRQHTLKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHL425 HUMAN.PRO
..............................................................................................................425 MACACA.PRO
...............................................D.....I.........H...................................T..........425 MAUS.PRO
...............................................................H..............................................425 RATTE.PRO
.......................KQ.....................I...........D...................................................402 XENO.PRO
540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640
H..D...........K..S..............R.RS.M..MM..SV.DT.........V...S.....I....DD...I......P.P.VIE.I...............464 ELECTR.PRO
........................................................................................P..V..................535 GP.PRO
RVIYERMNQSLSLLYNVPAVAEEIQDEVDELLQKEQNYSDDVLANMISEPRISYGNDALMPSLTETKTTVELLPVNGEFSLDDLQPWHSFGADSVPANTENEVEPVDARP535 HUMAN.PRO
..............................................................................................................535 MACACA.PRO
........................................................................................P..V..................535 MAUS.PRO
........................................................................................P..V..................535 RATTE.PRO
...N......F....K...............F.........MVS..V.DH.V...........S...........D...NIE.........V..................512 XENO.PRO
650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
.P.............G......A.L..ET..QQ..............PK.............................................................574 ELECTR.PRO
..............................................................................................................645 GP.PRO
AADRGLTTRPGSGLTNIKTEEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKKQYTSIHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMQQ645 HUMAN.PRO
..............................................................................................................645 MACACA.PRO
...............................G....F..R......................................................................645 MAUS.PRO
...............................G....F..R......................................................................645 RATTE.PRO
............................S.Y...TA.............E...................................T...................T....622 XENO.PRO
760 770
.................                                                                                            684 ELECTR.PRO
.................                                                                                            755 GP.PRO
NGYENPTYKFFEQMQN.                                                                                            755 HUMAN.PRO
.................                                                                                            755 MACACA.PRO
.................                                                                                            755 MAUS.PRO
.................                                                                                            755 RATTE.PRO
.................                                                                                            732 XENO.PRO(Legende s. folgende Seite)
Anhang 140
A: (S.139) Die Aminosäuresequenzen der bekannten APP wurden unter Nutzung der Clustal-
Algorithmen und Anwendung einer gewichteten Wertetabelle (PAM 250) miteinander verglichen.
Aminosäureübereinstimmungen mit dem Human-APP sind im Alignment durch Rahmen
gekennzeichnet. Die Numerierung entspricht der humanen Isoform APP 770.
Legende:
Electr.pro - N. japonica Maus.pro - M. musculus
GP.pro - Cavia porcellus Ratte.pro - Rattus norvegicus
Human.pro - Homo sapiens Xeno.pro - Xenopus laevis
Macaca.pro - M. fascicularis (vgl. 1.2.3.4.)
B: Aus dem gezeigten Alignment (S. 139) abgeleiteter „phylogenetischer“ Baum.
Meerschweinchen-APP wird in dieser Analyse deutlich näher zum Human-APP eingeordnet, als in
einem auf cDNA-Sequenzen beruhenden Vergleich. Dies kann als Ausdruck einer besonders großen
Ähnlichkeiten des Human- und Meerschweichen-APP auf Proteinebene interpretiert werden (vgl.
4.1.). Die Skalierung erfolgte nach Sequenzdistanzen in relativen Einheiten.
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Das Amyloidvorläuferprotein (Amyloid Precursor Protein - APP) steht seit mehreren Jahren im Zentrum
intensiver Forschungen, da ihm eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Alzheimerschen
Erkrankung zugesprochen wird. Proteolytische Fragmente dieses Transmembranproteins, sogenannte
Aβ-Peptide, sind Hauptbestandteil der senilen Plaques, eines charakteristischen Merkmals der
Alzheimerschen Erkrankung. Im Zuge der immensen menschlichen, sozialen und ökonomischen
Auswirkungen dieser Erkrankung, die vor dem Hintergrund der ständig steigenden Lebenserwartung der
Bevölkerung in den westlichen Industrieländern eine besondere Bedeutung erlangen, kommt der Suche
nach Modellsystemen zum Studium der pathophysiologischen Rolle, aber auch der Aufklärung der
physiologischen Funktion des APP eine besondere Bedeutung zu.
Als Tiermodelle wurden bisher vorrangig Nagetiere (Ratte und Maus) genutzt. Es gibt jedoch in der
Prozessierung des endogenen APP Unterschiede zwischen Human-APP und dem APP von Nagetieren,
die auf Sequenzunterschiede im Bereich der Aβ-Region zurückgeführt werden und die zu einer
Verringerung der Aβ-Bildung in Nagern führen. Da aufgrund einer vorliegenden cDNA-Teilsequenz die
Übereinstimmung der Aminosäuresequenz von Human- und Meerschweinchen-Aβ bekannt war, sollte in
der vorliegenden Arbeit eine detaillierte Charakterisierung des Meerschweinchen-APP erfolgen.
Ergebnisse
1. Ausgehend von Meerschweinchen-Hirn Poly-A+-RNA konnte durch Kombination verschiedener
PCR-Techniken, wie homologe PCR, RACE („rapid amplification of cDNA ends“) und einer speziell
modifizierten Form der inversen PCR, eine cDNA mit einem offenen Leserahmen von 695 Aminosäuren
amplifiziert und im folgenden sequenziert werden, die eine 90 %ige Homologie zur humanen APP-
Sequenz besitzt und als Analogon zur humanen APP-Isoform 695 charakterisiert werden konnte.
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2. Aus einer cDNA-Präparation aus Meerschweinchen-Leber wurden durch PCR cDNA-Fragmente
amplifiziert, die eine Homologie von 90 bzw. 75 % zu den alternativ gespleißten Exons 7 und 8 des
humanen APP-Gens aufwiesen.
3. Die aus diesen Daten abgeleitete Gesamt-APP-cDNA-Sequenz enthält eine 151 bp große 5'-
untranslatierte Region, einen Leserahmen von 770 Aminosäuren, sowie 312 bp als 3'-nichttranslatierten
Bereich. Sie weist auf DNA-Ebene eine Homologie von ca. 90 %, auf Proteinebene in der abgeleiteten
Aminosäuresequenz eine Homologie von ca. 98 % jeweils zu Human-APP auf. Relativ große
Unterschiede (bis zu 25 % Heterologie) existieren in den Bereichen des Signalpeptides und des als
genetisch variabel beschriebenen Exons 8. Im Gegensatz dazu ist die C-terminale Hälfte des Moleküls
nahezu vollständig konserviert.
5. APP-mRNA wird in allen untersuchten Geweben des Meerschweinchens exprimiert. Mittels
Northern-Blot-Analysen konnte eine besonders starke Expression in Hirn, Niere und Lunge
nachgewiesen werden. Zwischen verschiedenen untersuchten Hirnarealen gibt es keine signifikanten
Unterschiede im APP-Transkriptniveau.
4. Die mRNA des Meerschweinchen-APP kann alternativ gespleißt werden. Eine systematische RT-
PCR-Analyse der gebildeten Isoformen zeigte, daß ein alternatives Spleißen in Analogie zum Human-
APP nur an den Exons 7, 8 und 15 (Numerierung nach Human-APP) erfolgt. Die Exonübergänge der
gebildeten Isoformen wurden jeweils sequenziert, wobei keine Unterschiede zum Human-APP
festgestellt werden konnten.
6. Zur quantitativen Analyse des APP-Isoformenmusters wurde ein RT-PCR-Assay unter Nutzung 33P-
markierter Primer entwickelt. In getrennten PCR-Ansätzen wurden die Spleißereignisse an den Exons 7
und 8 sowie 15 untersucht.
7. Die Expression der Isoformen folgt einem gewebespezifischen Muster. Isoformen ohne Exon 7 und 8
(APP 695) werden dominierend im Hirn (mehr als 50 % der Transkripte) und zu einem relativ hohen
Anteil im Herzmuskel (30 %) exprimiert. In allen anderen Organen beträgt ihr Anteil ca. 10 % oder
weniger. Periphere Gewebe exprimieren dominierend Exon 7 (KPI)-haltige Isoformen, wobei die
Isoform 770 (Exon 7 und 8) jeweils mit ca. 50-60 % dominiert. Sogenannte L-APP Isoformen ohne
Exon 15 werden in einem Anteil von 10-20 % der Gesamt-APP-mRNA vorrangig in peripheren
Geweben exprimiert. Eine deutliche L-APP-Expression kann in Lunge, Milz und Uterus beobachtet
werden. Der Anteil der L-APP-Transkripte liegt jedoch deutlich unter den für Rattengewebe
beschriebenen Werten.
8. Die cDNAs der Isoformen APP 695 und APP 770 wurden als LacZ-APP-Fusionsproteine unter
Kontrolle des Lac-Promotors in E.coli TG2 exprimiert. Nach Optimierung der Induktionsbedingungen
konnten die entsprechenden Fusionsproteine in Zellysaten durch Western-Blot nachgewiesen werden.
Meerschweinchen-APP kann durch eine Vielzahl von gegen Human-APP erzeugten Antikörpern
detektiert werden, wodurch zum einen die Konservierung der entsprechenden Antikörperepitope
unterstrichen, zum anderen die Nutzung dieser Antikörper im Meerschweinchen-System ermöglicht
wird.
9. Meerschweinchen-APP 695 wurde unter Kontrolle des CMV-Promotors in humanen Neuroblastoma-
Zellen SH-SY5Y exprimiert. In diesen Zellen erfolgte eine posttranslationale Modifizierung und
Prozessierung des Meerschweinchen-APP. Im direkten Vergleich zu mit Human-APP 695 transfizierten
SY5Y-Zellen wurden im Western-Blot keine Unterschiede im Muster des zell-assoziierten wie des
sezernierten APP gefunden. Gleichfalls gab es keinen Unterschied in der Bildung von Aβ-Peptiden.
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10. Zur weiteren Charakterisierung der Prozessierung des endogenen Meerschweinchen-APP wurde ein
in vitro Modell primär kultivierter Zellen aus embryonalem Hirngewebe etabliert. Die so gewonnenen
primären Zellkulturen wurden immunhistochemisch durch Detektion neuronaler wie glialer
Markerproteine charakterisiert und als sog. "mixed brain"-Kultur mit einem hohen Neuronenanteil
klassifiziert. Diese Kulturen konnten für ca. 4 Wochen stabil gehalten werden.
11. Eine proteinbiochemische Charakterisierung der Kulturen durch Western-Blot zeigte eine im Verlauf
der Kultivierung nahezu konstant bleibende anti-Neurofilament-Immunreaktivität (SMI). Das
astrozytäre Markerprotein GFAP konnte nach ca. 14 Tagen Kultivierung detektiert werden und stieg im
weiteren zeitlichen Verlauf deutlich an. Diese Prozesse wurden als Proliferation von Astroglia in Kultur
interpretiert.
12. Northern-Analyse zeigte einen Anstieg der Expression von APP-mRNA in Kultur im Verlauf der
Kultivierung bis etwa zum Kulturtag 20. Nach einer Stabilisierung auf dem erreichten Plateau fällt die
APP-Expression gegen Ende der Kultivierung wieder ab. Einen parallelen Verlauf zeigen die Ergebnisse
der Western-Blots zur Detektion des sezernierten APP im Medium. Das Isoformenmuster der APP-
mRNA wurde durch RT-PCR analysiert. Bis zum Kulturtag 20 wird dominierend APP 695-mRNA
exprimiert (ca. 60 % der Gesamt-APP-Transkripte). Mit der beginnenden Gliaproliferation ändert sich
das Isoformenmuster, besonders der Anteil der APP 751-mRNA steigt auf ca. 50 % an, hinzu kommt
eine generell leichte Erhöhung der L-APP-Isoformen. Für weitere Untersuchungen wurden daher die
Kulturen im Alter von 14 Tagen genutzt.
13. Eine Charakterisierung der APP-Prozessierung in vitro erfolgte durch Detektion der den jeweiligen
Stoffwechselwegen zuzuordnenden Produkte im Extrazellulärraum (Kulturmedium). Durch eine
Kombination aus Immunopräzipitation und Western-Blot-Analyse konnten lösliche APP-Derivate
nachgewiesen werden, die der Aktivität von α- wie β-Sekretase entsprechen. Damit wurden beide
Hauptwege der APP-Prozessierung in primären Meerschweinchen-Zellen nachgewiesen.
14. Zur Detektion der amyloidogenen 4 kDa Aβ-Peptide wurde eine Reihe von Methoden auf ihre
Anwendbarkeit überprüft. Der Nachweis dieser Peptide im Kulturmedium gelang zunächst mit einer
Immunopräzipitation nach metabolischer Markierung der Kultur mit 35S-Methionin. Im weiteren wurden
Verfahren zur Aufarbeitung von Kulturmedien unterschiedlichen Serumgehaltes sowie ein vereinfachtes
sensitives Detektionsverfahren etabliert, mit dem bis 2 pg synthetisches Aβ-Peptid am Western-Blot
detektiert werden können und das auch zur Detektion in vivo gebildeten Aβ geeignet ist. In Verbindung
mit Chemilumineszenzdetektion und abgestuften Belichtungszeiten kann diese Methode zur
Quantifizierung von bis zu ca. 200 pg Aβ pro Spur genutzt werden.
15. Auch die Bildung von Aβ-Peptiden in Kultur zeigte einen altersabhängigen Verlauf mit einem
Plateau zwischen den Kulturtagen 12-20. Aβ-Peptide reichern sich im Kulturmedium während der
Konditionierung bis zu einer Medienstandzeit von 96 h linear an. Im zellfreien konditionierten
Kulturmedium sind diese Peptide stabil. Es konnte kein Abbau durch evtl. sezernierte Proteasen
detektiert werden. Aβ-Peptide im Kulturmedium können aggregieren und SDS-stabile Oligomere bilden.
Dies wurde durch eine native Aufarbeitung der Proben (Immunopräzipitation und Western-Blot)
nachgewiesen.
16. Um die Eignung des etablierten Kultursystems zur Untersuchung der APP-Prozessierung zu
demonstrieren, wurde zunächst der Effekt eines veränderten zellulären Phosphorylierungsstatus auf die
APP-Prozessierung untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Okadainsäure, einem potenten Inhibitor der
Proteinphosphatasen 1 und 2A, inkubiert. Unter Einfluß von 0,3 bis 10 nM Okadainsäure konnte eine
konzentrationsabhängige verstärkte Sekretion von APPs (α), verbunden mit verringerter Bildung
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löslicher Aβ-Peptide, beobachtet werden. Im untersuchten Zeitfenster von 16 h traten dabei noch keine
erkennbaren morphologischen Veränderungen oder zytotoxischen Effekte auf. Jedoch wurde im DNA-
Fragmentierungsassay eine von der Konzentration des Inhibitors abhängige Induktion von Apoptose
nachgewiesen.
17. Unter Nutzung der dargestellten Methoden wurden die typischen APP-Prozessierungsprodukte auch
in vivo durch Untersuchungen von Liquor nachgewiesen. Meerschweinchen-Liquor enthält APPs (α)
und (β), sowie ca. 8-10 ng/ml Aβ(40/42). Hier betrug der Anteil der stärker aggregierenden Form
Aβ(1-42) ca. 20 %.
18. In einer Reihe alter Tiere sollte ein Befund aus dem Jahre 1910 überprüft werden, welcher im Meer-
schweinchen-Hirn Plaque-ähnliche Strukturen beschreibt. In vier untersuchten Gehirnen (Alter der Tiere
zwischen 6-11 Jahren) wurden jedoch keine Amyloidablagerungen gefunden.
Die vorgestellten Daten charakterisieren das Meerschweinchen als ein mögliches Modellsystem zur
Untersuchung zellphysiologischer Prozesse der Aβ-Bildung in vivo wie in vitro, die weitgehend analog
zur Prozessierung des Human-APP verlaufen. Mögliche Anwendungen ergeben sich hier für
Untersuchungen zur Charakterisierung der APP-Prozessierung sowie ihrer pharmakologischen
Beeinflussung. Insbesondere unter dem Ziel einer systemischen Beeinflussung der Amyloidbildung
durch Hemmung der β-Sekretase-Prozessierung liegt hier ein gut geeignetes Modell vor, das Aspekte
der physiologischen APP-Prozessierung zugänglich macht.
